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1. Einleitung 
 
1.1 Die Vielfalt der Gattung Clostridium 
 
Clostridien stellen eine besonders heterogene Gruppe prokaryontischer Organismen dar, die 
auf Grund ihrer großen Stoffwechselvielfalt auch viele für den Menschen relevante Bakterien 
enthält. Ihre Klassifizierung beruht auf lediglich vier Kriterien, so dass bis zum Ende des 
letzten Jahrhunderts weit mehr als 100 Bakterienarten in die Gattung Clostridium gestellt 
wurden [HIPPE ET AL., 1992]. Zu den genannten Kriterien zählen die Fähigkeit, Endosporen zu 
bilden, ein obligat anaerober Energiestoffwechsel, die Unfähigkeit zur dissimilatorischen 
Sulfatreduktion sowie ein Gram-positiver Zellwandtyp [HIPPE ET AL., 1992]. Dennoch ist eine 
Einteilung nach o.g. Gesichtspunkten oft schwierig, da bei vielen Clostridien z.B. auch 
asporogene Mutanten auftreten können [HIPPE ET AL., 1992]. Erst durch den Einsatz gentech-
nischer Methoden wie z.B. rRNA-Analysen konnte eine Einordnung nach phylogenetischen 
Aspekten unternommen und dadurch die Inkoherenz und Komplexität der Clostridien erfasst 
werden [STACKEBRANDT UND HIPPE, 2001]. In vielen Fällen musste daraufhin eine Reklas-
sifizierung mit z.T. neuen Gattungen und Arten vorgenommen werden [LAWSON ET AL., 1993; 
COLLINS ET AL., 1994]. 
 
Clostridien sind durch ihre Fähigkeit, gegenüber einer Reihe von Umweltverhältnissen wie 
Hitze, Trockenheit, Strahlung und Luftsauerstoff resistente Sporen auszubilden, ubiquitär. Ihr 
obligat anaerober Energiestoffwechsel beschränkt ihre Keimung und das Wachstum nativer 
Zellen jedoch bis auf wenige Ausnahmen auf eine weitgehend sauerstofffreie Umgebung 
[DOUGLAS UND RIGBY, 1974; HIPPE ET AL., 1992]. Auf Grund der großen Anzahl der als 
Clostridien klassifizierten Prokaryonten ist das Substratspektrum der Gattung insgesamt sehr 
vielfältig. Je nach Nährstoffansprüchen werden sie als saccharolytisch, proteolytisch, saccha-
rolytisch/proteolytisch sowie als Spezialisten bezeichnet [HIPPE ET AL., 1992]. Saccharo-
lytische Clostridien sind auf Kohlenhydrate wie z.B. Glukose, Fruktose, Saccharose, Laktose, 
Xylose und Mannitol als Kohlenstoff- und Energiequelle angewiesen, wobei hauptsächlich 
organische Säuren und Lösungsmittel sowie Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid gebildet 
werden. Die Gruppe enthält Arten, die entweder durch Exkretion von Exoenzymen oder 
mittels Zellwand-assoziierter Enzymkomplexe in der Lage sind, Polysaccharide wie Stärke, 
Cellulose oder Pektin zu hydrolysieren [LESCHINE, 2005]. Da saccharolytische Clostridien ein 
hohes Potenzial für biologisch-technische Anwendungen besitzen, wird auf diese Gruppe in 
den folgenden Kapiteln noch näher eingegangen. Dagegen sind proteolytische Clostridien 
durch Exkretion von Proteasen auf die Ernährung von Proteinen spezialisiert [HIPPE ET AL., 
1992], wobei alle 20 proteinogenen Aminosäuren durch Clostridien vergoren werden können 
[BUCKEL, 2005]. Unter ihnen befinden sich viele auch für den Menschen pathogene Organis-
men (z.B. C. tetani und C. difficile), was auf ihrer Fähigkeit beruht, hochwirksame Toxine zu 
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produzieren, die entweder extrachromosomal oder durch Prophagen codiert werden 
[HATHEWAY, 1990]. Einige Clostridien sind physiologische Generalisten und fast alle Vertre-
ter dieser Gruppe sind in der Lage, Toxine zu produzieren [HIPPE ET AL., 1992]. Neben den 
beschriebenen Gruppen gibt es unter den Clostridien auch ausgesprochene Spezialisten, die 
weder saccharolytisch noch proteolytisch sind und deren Wachstum von nur einem oder 
wenigen Substraten wie z.B. Purinen abhängt [HIPPE ET AL., 1992]. Beispiele für jede der o.g. 
Gruppen sind in Tab. 1-1 aufgeführt. 
 
Tab. 1-1: Beispiele für Clostridien nach ihrer bevorzugten Energie- und Kohlenstoffquelle (nach 
HIPPE ET AL. [1992]) 
Saccharolytische 
Arten Proteolytische Arten 
Saccharo- und 
proteolytische Arten Spezialisten 
C. beijerinckii C. tetani C. perfringens C. acidiurici 
C. butyricum C. histolyticum C. bifermentans C. purinolyticum 
C. cellulolyticum C. proteolyticum C. botulinum C. kluyveri 
C. saccharobutylicum C. limosum C. haemolyticum C. sticklandii 
 
 
Ihr großes Substratspektrum sowie ihr obligat anaerober Stoffwechsel bedingen die beson-
dere Stellung der Clostridien in den Stoffkreisläufen der Erde. Als Destruenten spielen sie vor 
allem in Böden und Sedimenten sowie im Gastrointestinaltrakt vieler Tiere eine bedeutende 
Rolle und bilden dabei in vielen Habitaten eine Reihe von syntrophen Beziehungen mit 
anderen Organismengruppen aus [LESCHINE, 2005; KONSTANTINOV ET AL., 2005]. Einige 
Arten sind daher auch für das Verderben von Lebensmitteln verantwortlich, so dass sie in der 
Lebensmitteltechnologie von Bedeutung sind [BROWN, 2000]. Die Tatsache, dass verschie-
dene Clostridien z.T. gefährliche, auch nosokomiale Infektionen hervorrufen können, zieht 
außerdem die intensive Erforschung der pathogenen Vertreter nach sich. Einige der Endpro-
dukte des Clostridienstoffwechsels, wie Buttersäure, Butanol, Aceton und molekularer Was-
serstoff, sind für die industrialisierte Gesellschaft von besonderer Relevanz, so dass die 
biotechnologische Produktion dieser Substanzen eine interessante Alternative zu gängigen 
Praktiken bietet. 
 
 
1.2 Saccharolytische Clostridien und ihre technische Relevanz 
 
Saccharolytische Clostridien sind auf die Vergärung von Mono- und Disacchariden speziali-
siert, die sie auch durch Hydrolyse von Polymeren freisetzen können. Die ersten großtechni-
schen Produktionen von Aceton und Butanol mit Clostridien wurden zu Beginn des letzten 
Jahrhunderts in Großbritannien etabliert. Die Entdeckung eines Stammes (C. acetobuty-
licum), der signifikant größere Mengen dieser Lösungsmittel als die bisherigen Isolate 
produzieren konnte, führte schließlich sogar zur Patentierung dieses Fermentationsprozesses 
durch Chaim Weizmann im Jahr 1915 [DÜRRE, 2008]. Insbesondere Aceton war während des 
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ersten Weltkriegs als Bulkchemikalie für die Produktion von Kordit bei der Herstellung von 
Munition von essentieller Bedeutung, während Butanol erst zwischen den Weltkriegen auf 
Grund der Prohibition (1920) als industrielles Lösungsmittel interessant wurde [DÜRRE, 
2008]. Bis 1950 wurde der Großteil des Butanolbedarfs durch biotechnologische Produktion 
gedeckt und erst der niedrige Rohölpreis sowie steigende Preise für die in diversen Fermenta-
tionsprozessen als Substrat eingesetzten Melassen führten schließlich zum weitgehenden 
Niedergang der sogenannten ABE- (Aceton, Butanol, Ethanol)- Fermentation [DÜRRE, 2008]. 
Erst durch die Ölkrise im Jahr 1973 wurde das wissenschaftliche Interesse an der biotechnolo-
gischen Lösungsmittelproduktion in der chemischen Industrie wieder geweckt und sowohl die 
Entwicklung von Extraktionsalternativen zur Destillation [EZEJI ET AL., 2004; EZEJI ET AL., 
2005] als auch die Konstruktion gentechnisch veränderter Stämme mit erhöhter Produkt-
ausbeute und Lösungsmitteltoleranz [TOMAS ET AL., 2003 B; BORDEN ET AL., 2007] sind 
Ansätze, die ABE-Fermentation wieder wirtschaftlich zu machen. 
 
Auf Grund des Engpasses an fossilen Brennstoffen wuchs zur selben Zeit auch das Interesse 
an molekularem Wasserstoff als alternativem Energieträger [BENEMANN, 1996; NOIKE UND 
MIZUNO, 2000]. Vor allem auf Grund seines hohen Energiegehalts (122 kJ·g-1) und der 
sauberen Verbrennung, bei der ausschließlich Wasser als Endprodukt entsteht, wird Wasser-
stoff ein hohes Potenzial für eine umweltfreundliche Energiewirtschaft zugeschrieben 
[MIZUNO ET AL., 2000, KYAZZE ET AL., 2006]. Wasserstoff wird außerdem für die chemische 
Synthese von Ammoniak, Alkoholen und Aldehyden [FANG ET AL., 2002] sowie von 
Wassertoffperoxid [EDWARDS ET AL., 2008] benötigt und findet weitere Anwendungen in der 
Synthese von Feinchemikalien in der pharmazeutischen Industrie [MACHADO ET AL., 2001]. 
Gegenwärtig wird der Großteil des weltweit produzierten Wasserstoffs aus fossilen Brenn-
stoffen gewonnen (Abb. 1-1) [OH ET AL., 2003; EWAN UND ALLEN, 2005]. Auch eine 
Gewinnung durch Elektrolyse oder thermochemische Prozesse aus Wasser ist möglich, aber 
auf Grund des hohen Energiebedarfs sehr kostenintensiv [DAS UND VEZIROGLU, 2001; OH ET 
AL., 2003]. Für eine positive Energiebilanz und eine Reduktion des Kohlenstoffdioxidaus-
stoßes muss der Wasserstoff allerdings aus erneuerbaren Rohstoffen gewonnen werden, 
weshalb in den letzten Jahrzehnten die Forschungen hinsichtlich einer biologisch-technischen 
Produktion intensiviert wurden [HUSSY ET AL., 2003; VAN GINKEL ET AL., 2005]. 
 
 
Abb. 1-1: Verteilung primärer Energiequellen für die Wasserstoffproduktion im Jahr 2005 (nach EWAN 
UND ALLEN [2005]). 
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Für eine biotechnologische Wasserstoffproduktion werden neben photosynthetischen 
Organis-men, wie Grünalgen [LAURINAVICHENE ET AL., 2008], Cyanobakterien [LINDBLAD ET 
AL., 2002] und Purpurbakterien [KIM ET AL., 2006], insbesondere fermentative Bakterien 
unter-sucht, da mit letzteren in der Regel deutlich höhere Produktionsraten erzielt werden 
können und innerhalb derselben Prozesse gleichzeitig organische Abfälle abgebaut sowie ein 
sauberer Energieträger generiert werden kann [LAY ET AL., 1999; NIELSEN ET AL., 2001; LEE 
ET AL., 2004]. Zu den fermentativ eingesetzten Bakterien gehören sowohl fakultativ 
(Enterobakte-rien) als auch obligat anaerobe Organismen (Clostridien), die sich in einer 
großen Zahl von Forschungsarbeiten als gute Wasserstoffproduzenten erwiesen haben 
[KUMAR ET AL., 2001; NANDI UND SENGUPTA, 1998]. Die genannten Organismen werden 
sowohl als Reinkulturen als auch in gemischten Kulturen z.B. in Form von 
wärmebehandeltem Klärschlamm einge-setzt [LEE ET AL., 2003; CHEN ET AL., 2005], wobei 
genetische Studien ergaben, dass unter den gegebenen Bedingungen Clostridien den Großteil 
der beteiligten Organismen stellen [FANG ET AL., 2002; CHANG ET AL., 2000]. 
 
Ausbeute- und Produktivitätssteigerungen bei der biologischen Wasserstoffproduktion 
werden vor allem durch die Reduktion des Wasserstoffpartialdrucks im Reaktor erwartet, da 
die Übersättigung des Mediums mit Wasserstoff zu einer Inhibierung essentieller Enzyme 
führt [HALLENBECK UND BENEMANN, 2002; LEVIN ET AL., 2004; NATH UND DAS, 2004]. So 
konnte z.B. durch Begasung einer gemischten Kultur mit Stickstoff die spezifische 
Wasserstoffpro-duktionsrate mehr als verdoppelt werden [MIZUNO ET AL., 2000]. In einem 
weiteren Ansatz konnten die volumetrische Produktionsrate und die Wassertoffausbeute 
durch Abtrennung des gebildeten Gases über eine Siliconmembran um 10 bzw. 15 % 
gesteigert werden [LIANG ET AL., 2002]. Darüber hinaus verspricht die Immobilisierung der 
Organismen Produktivitätsstei-gerungen, da auch bei hohen Durchflussraten im 
kontinuierlichen Betrieb eine hohe Bio-massekonzentration im Reaktor garantiert ist [DAS 
UND VEZIROGLU, 2001; WU ET AL., 2005 B]. Die Induktion flockenden Schlammes mittels 
Aktivkohle und seine zusätzliche Immobilisierung in einer Siliconmatrix führte in einem 
Rührreaktor zu den höchsten für biologische Systeme bisher erreichten volumetrischen 
Produktionsraten von etwa 15 L·L-1·h-1 [WU ET AL., 2005 A]. Des Weiteren wird auch durch 
ein Metabolic Engineering eine gezielte Verbesserung von Produktionsstämmen erwartet 
[NATH UND DAS, 2004]. So konnte durch Überexpression des endogenen [FeFe]-
Hydrogenase-Gens in C. paraputrificum die Wasser-stoffausbeute um das 1,7-fache 
gegenüber dem Wildtyp-Stamm gesteigert werden, wobei gleichzeitig eine drastische 
Verringerung der Milchsäurebildung zu verzeichnen war [MORIMOTO ET AL., 2005]. Die 
Produktion von Milchsäure wird im Allgemeinen mit redu-zierten Wasserstofferträgen 
assoziiert [HAWKES ET AL., 2002]. 
 
Neben den beschriebenen Bestrebungen, eine ökonomische Produktion von Aceton, Butanol 
und Wasserstoff zu etablieren, existieren Ansätze, saccharolytische Clostridien zur 
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Produktion von 1,3-Propandiol aus Glycerin für die Polyestersynthese einzusetzen [BIEBL ET 
AL., 1999, SAINT-AMANS ET AL., 2001]. Zudem ist Buttersäure als Hauptprodukt des 
clostridialen Stoff-wechsels in Form von Estern als Aromastoff in der 
Lebensmitteltechnologie von Bedeutung [WATSON ET AL, 2002] und wird hinsichtlich ihrer 
Rolle bei der Behandlung von Hämo-globinopathien, Krebs und gastrointestinalen 
Erkrankungen untersucht [POUILLART, 1998; BEYER-SEHLMEYER ET AL., 2003]. Buttersäure 
ist im Colon für die normale Entwicklung von Epithelzellen wichtig und besitzt 
antiinflammatorische Eigenschaften [PRYDE ET AL., 2002]. Daher finden einige Stämme von 
C. butyricum auch als Probiotikum Verwendung [ARAKI ET AL., 2004]. 
 
 
1.3 Metabolismus saccharolytischer Clostridien 
 
Saccharolytische Clostridien sind bezüglich ihres Energiestoffwechsels auf eine Substrat-
kettenphosphorylierung durch Vergärung von Kohlenhydraten angewiesen. Sie weisen in 
vielen Fällen einen biphasischen Stoffwechsel auf, der am besten bei C. acetobutylicum 
ATCC 824 (bzw. DSM 792) untersucht ist. In einer ersten Phase, die mit hohen Wachstums- 
und Wasserstoffbildungsraten assoziiert ist, werden hauptsächlich Essig- und Buttersäure 
gebildet [JONES UND WOODS, 1986]. Je nach Wachstumsbedingungen und Organismus kann 
auch die Produktion weiterer organischer Säuren, wie Milch- oder Ameisensäure, detektiert 
werden [JONES UND WOODS, 1986; SPARLING ET AL., 2006]. Die Säureproduktion führt zu 
einer Erniedrigung des pH-Wertes der Kultur. Dies bedingt den Übergang in die zweite 
Phase, in der Essig- und Buttersäure reassimiliert und hauptsächlich Butanol, Aceton und 
Ethanol gebildet werden. Das bakterielle Wachstum sowie die Wasserstoffproduktion 
verringern sich in dieser Phase und letztendlich wird die Sporulation der Organismen 
eingeleitet [JONES UND WOODS, 1986]. 
 
Eine Übersicht über den Glukose-Abbau durch Clostridien gibt Abb. 1-2. Wie in Kapitel 1-1 
erwähnt, können viele Hexosen, Pentosen, Mono-, Di- und Polysaccharide als Substrate 
verwertet werden, so dass Abbildung 1-2 lediglich eine Vereinfachung darstellt, in der nur die 
wichtigsten Stoffwechselwege der in dieser Arbeit untersuchten Clostridien aufgeführt sind. 
Die in C. acetobutylicum über ein Phosphotransferasesystem in die Zelle aufgenommene 
Glukose [TANGNEY UND MITCHELL, 2007] wird über den EMP-Weg zu Pyruvat abgebaut. 
Dieses wird durch die äußerst sauerstoffempfindliche Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase 
[MEINECKE ET AL., 1989] unter Freisetzung von Kohlenstoffdioxid oxidativ decarboxyliert, 
wobei als wichtiges Intermediärprodukt Acetyl-CoA entsteht. Bei dieser Reaktion werden 
Elektronen auf Ferredoxin übertragen, das auf Grund seines niedrigen Redoxpotenzials die 
folgende Reduktion von Protonen durch eine ebenfalls sauerstoffsensitive [FeFe]-Hydro-
genase ermöglicht [JONES UND WOODS, 1986]. Auf diese Weise können überschüssige Elek-
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tronen durch Bildung molekularen Wasserstoffs aus der Zelle entfernt werden. Bei niedrigen 
Wasserstoffpartialdrücken, die in mikrobiellen Gemeinschaften durch direkten Entzug des 
gebildeten Wasserstoffs auftreten, ist auch die thermodynamisch ungünstige Reduktion des 
Ferredoxins durch NADH mittels einer NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase möglich [JONES 
UND WOODS, 1986; ANGENENT ET AL., 2004]. In der Säurebildungsphase wird Acetyl-CoA 
entweder zu Essigsäure umgesetzt, wobei durch Substratkettenphosphorylierung ATP 
generiert wird, oder zwei Acetyl-CoA Moleküle werden durch Thiolase zu Acetoacetyl-CoA 
kondensiert, welches in einer Reihe von Reaktionen unter ATP-Bildung zu Buttersäure 
umgesetzt wird. Eine zu hohe Säurekonzentration bei niedrigem pH-Wert ist schließlich 
schädlich für die Organismen [DÜRRE, 2008], so dass die Expression von Proteinen induziert 
wird, die der Stressantwort dienen [TOMAS ET AL., 2003 A]. Einige Clostridien, wie z.B. 
C. acetobutylicum und C. beijerinckii, sind in der Lage, die Säuren aus dem Medium mittels 
einer CoA-Transferase aufzunehmen, wobei die zentralen Metabolite Acetyl- bzw. Butyryl-
CoA gebildet werden. Diese werden schließlich zu den organischen Lösungsmitteln Aceton 
und Butanol umgesetzt, so dass den Zellen eine längere Wachstumsphase ermöglicht wird 
[DÜRRE, 2008]. Zusätzlich wird in dieser Phase Ethanol gebildet. Die Reduktion der Säuren 
verursacht einen erhöhten NADH-Bedarf, der durch Reduktion von NAD+ mittels reduzierten 
Ferredoxins gedeckt wird, so dass es folglich zu einer Verringerung der Wasserstoffproduk-
tion kommt [JONES UND WOODS, 1986]. Die cytotoxischen Eigenschaften der Säuren führen 
schließlich bei allen saccharolytischen Clostridien früher oder später zur Sporulation. Im Fall 
von C. butyricum ist keine Lösungsmittelbildung nachweisbar, so dass die Ansäuerung des 
Mediums direkt zur Sporulation der Organismen führt. Metabolite wie Formiat und Laktat 
werden nicht von allen saccharolytischen Clostridien bzw. nur unter bestimmten Bedingungen 
gebildet [HEYNDRICKX ET AL., 1987; JONES UND WOODS, 1986]. Das Wachstum von 
C. butyricum auf dem reduzierteren Substrat Glycerin wird durch die Induktion der Enzyme 
des 1,3-Propandiol-Operons ermöglicht, wobei als hauptsächliches Stoffwechselendprodukt 
das für die chemische Industrie interessante 1,3-Propandiol auftritt [RAYNAUD ET AL., 2003; 
GONZÀLEZ-PAJUELO ET AL., 2005]. Die Vielfältigkeit des Metabolismus saccharolytischer 
Clostridien wird ferner durch die Fähigkeit von C. pasteurianum illustriert, molekularen 
Stickstoff zu fixieren [KASAP UND CHEN, 2005]. 
 
Wie zuvor beschrieben unterliegen Lösungsmittelbildung und Sporulation in C. acetobuty-
licum der gleichen Regulation. Der Transkriptionsfaktor Spo0A wird durch Phosphorylierung 
aktiviert und induziert in diesem Zustand u.a. die Expression der Enzyme der Lösungs-
mittelbildung sowie im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren die kaskadenartige Expression 
alternativer Sigmafaktoren, die zur Ausbildung der Endosporen führt [DÜRRE UND 
HOLLERGSCHWANDNER, 2004]. Die besondere Bedeutung von Spo0A für die Regulation des 
Metabolismus von Bacilli und Clostridien wird durch die Tatsache verdeutlicht, dass er in 
allen bisher beschriebenen Arten dieser Organismen identifiziert werden konnte [PAREDES ET 
AL., 2005]. 
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In den vergangenen Jahren konnten alle am zentralen Stoffwechsel beteiligten Gene aus 
C  acetobutylicum kloniert und charakterisiert werden. Die verschiedenen Arbeiten ergaben, 
dass der Großteil der Gene, die für Enzyme mit Beteiligung an der Lösungsmittelbildung 
codieren, auf einem Megaplasmid (192 kb) liegen, das auf Grund seiner Funktion als pSOL1 
bezeichnet wird [CORNILLOT ET AL., 1997]. Der Verlust des Plasmids führt zu Stämmen, die 
weder Lösungsmittel bilden noch sporulieren können und deshalb als degeneriert bezeichnet 
werden [CORNILLOT ET AL., 1997]. Insbesondere die Sequenzierung des Genoms von 
 
Abb. 1-2: Glukose-Abbau im Metabolismus saccharolytischer Clostridien. Erklärung im Text. 1. Pyruvat-
Ferredoxin-Oxidoreduktase; 2. Phosphotransacetylase; 3. Acetatkinase; 4. NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase; 
5. Hydrogenase; 6. Acetaldehyd-Dehydrogenase; 7. Alkoholdehydrogenase; 8. Thiolase; 9. β-Hydroxybutyryl-
CoA-Dehydrogenase; 10. Crotonase; 11. Butyryl-CoA-Dehydrogenase; 12. Phosphotransbutyrylase; 13. Butyrat-
kinase; 14. CoA-Transferase; 15. Acetoacetat-Decarboxylase; 16. Butyraldehyd-Dehydrogenase; 17. Butanol-
dehydrogenase; 18. Laktatdehydrogenase; 19. Pyruvat-Formiat-Lyase. 
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C. acetobutylicum hat eine große Zahl an Möglichkeiten zur weiteren Erforschung dieses 
Organismus eröffnet [NÖLLING ET AL., 2001]. So konnte durch den Einsatz von Microarrays 
das Tanskriptom am Übergang von Säure- zu Lösungsmittelbildung charakterisiert werden 
und somit weitere Hinweise auf die Genregulation in dieser Phase erhalten werden [ALSAKER 
ET AL., 2005; ALSAKER UND PAPOUTSAKIS, 2005]. Im Übrigen sind die meisten anderen 
Clostridien bisher nur wenig charakterisiert. Untersuchungen beschränken sich zumeist auf 
einzelne Enzyme, wobei die Aufklärung der dreidimensionalen Struktur der [FeFe]-
Hydrogenase aus C. pasteurianum als bisher einziger clostridialer Hydrogenase hervorzu-
heben ist [PETERS ET AL., 1998; PANDEY ET AL., 2008]. [FeFe]-Hydrogenasen besitzen ein 
einzigartiges aktives Zentrum, dessen Hauptbestandteil, der sogenannte H-Cluster, vermutlich 
erst nach der Proteinsynthese in einem Reifungsprozess synthetisiert und in das Apoprotein 
integriert wird [MCGLYNN ET AL., 2007]. Die hierfür notwendigen Maturationsfaktoren 
konnten in C. acetobutylicum identifiziert und durch ihre Coexpression schließlich auch 
aktive [FeFe]-Hydrogenasen in E. coli generiert werden [KING ET AL., 2006]. 
 
Alle Clostridien sind weitestgehend sensitiv gegenüber Luftsauerstoff, wobei allerdings je 
nach Organismus deutliche Unterschiede bestehen. Viele stellen in Gegenwart von Sauerstoff 
das Wachstum ein, können aber für mehrere Stunden überleben. Durch Einstellung 
anoxischer Bedingungen können sie wieder regeneriert werden, während für andere bereits 
ein Kontakt mit Luftsauerstoff für wenige Minuten letal ist [HIPPE ET AL., 1992]. Die 
Hauptursache für die Toxizität des Sauerstoffs ist seine direkte inaktivierende Wirkung auf 
Enzyme des zentralen Metabolismus [IMLAY ET AL., 2006]. Viele der für die 
Aufrechterhaltung des Stoffwechsels essentiellen Enzyme sind Eisen-Schwefel-Proteine, 
deren Oxidation zu einer Inaktivierung führt [IMLAY ET AL., 2006]. Obwohl Clostridien keine 
Katalase und bis auf wenige Aus-nahmen [BRIOUKHANOV ET AL., 2002] auch keine 
Superoxid-Dismutase besitzen, haben sie alternative Detoxifikationssysteme für 
Luftsauerstoff entwickelt, die es ihnen erlauben, kurze Perioden in einer sauerstoffhaltigen 
Atmosphäre zu überleben [JENNEY ET AL., 1999; HILLMANN ET AL., 2008]. 
 
Eine Reihe von Clostridien ist in der Lage, Bakteriozine zu produzieren, die vielfach nur auf 
nahe verwandte Spezies wirken [KEMPERMANN ET AL., 2003]. Die meisten Bakteriozine sind 
kleine Peptide, die oft aus weniger als 50 Aminosäuren bestehen und meist eine membranper-
meabilisierende Wirkung haben [KLAENHAMMER, 1993]. Von den saccharolytischen Clostri-
dien konnten u.a. Stämme von C. tyrobutyricum und C. beijerinckii [KEMPERMANN ET AL., 
2003] sowie der in dieser Arbeit eingesetzte C. butyricum DSM 10702 als Bakteriozin-
produzenten identifiziert werden [CLARKE ET AL., 1975]. Letzteres, als Butyricin 7423 
bezeichnetes Bakteriozin, besitzt u.a. eine hohe Aktivität gegenüber C. pasteurianum, 
C. acetobutylicum und C. beijerinckii sowie andere Stämme von C. butyricum [CLARKE UND 
MORRIS, 1976] und wirkt in ähnlicher Weise wie die membranaktiven Colicine [CLARKE ET 
AL., 1982]. 
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Die Entwicklung von Methoden zur genetischen Manipulation verschiedener Clostridien hat 
in den letzten Jahren die funktionelle Charakterisierung insbesondere von C. acetobutylicum 
vorangetrieben. Die Disruption von Genen, ihre Herunterregulierung durch die Expression 
von Antisense-(as)RNAs sowie die Überexpression von regulatorischen Proteinen in 
Kombination mit modernen Transkriptom-Analysen hat zu einem besseren Verständnis des 
Metabolismus dieser obligat anaeroben Organismen beigetragen [TUMMALA ET AL., 2003 A; 
ALSAKER ET AL., 2004]. 
 
 
1.4 Gen-Klonierung in Clostridien 
 
Clostridien sind auf Grund ihres Gram-positiven Zellwandtyps nicht durch einfache chemi-
sche Verfahren wie z.B. E. coli transformierbar. Erste Ansätze zur Einschleusung heterologer 
DNA erfolgten durch die Generierung von Protoplasten und durch Interspezies-Konjuga-
tionen [LIN UND BLASCHEK, 1984; WILLIAMS ET AL., 1990]. Beide Verfahren sind jedoch sehr 
aufwändig und häufig mit einer geringen Transformationseffizienz verbunden [BIRRER ET AL., 
1994]. Durch die Entwicklung geeigneter Elektrotransformations-Methoden konnte das 
Verfahren zur Transformation von Clostridien erheblich vereinfacht werden. 
 
Die Klonierung von Genen in Clostridien beruht im Allgemeinen auf der Konstruktion 
sogenannter Shuttle-Vektoren, die Replikons sowohl für ihre Replikation in E. coli als auch in 
Gram-positiven Bakterien besitzen. Zudem tragen sie Marker für eine Selektion von Trans-
formanden in beiden Organismen. Der Einsatz solcher Vektoren erleichtert den Klonierungs-
prozess, da die Methoden zur genetischen Manipulation von E. coli etabliert sind und eine 
große Zahl an Techniken und Stämmen zur Verfügung steht. Weiterhin sind die Ausbeuten 
aus E. coli präparierter rekombinanter Plasmide besonders hoch, so dass dieser Organismus 
für die Klonierung und Vervielfältigung von DNA prädestiniert ist. Geeignete Shuttle-
Vektoren sind allerdings bislang nicht kommerziell erhältlich, so dass die Möglichkeiten zur 
genetischen Manipulation von Clostridien noch erheblich einschränkt sind. Viele der für 
C. acetobutylicum konstruierten Vektoren enthalten das Replikon des B. subtilis Plasmids 
pIM13 [AZEDDOUG ET AL., 1992], aber auch Replikons von Plasmiden einiger Clostridien 
oder von Staphylococcus-Plasmiden finden häufig Verwendung [MERMELSTEIN ET AL., 1992]. 
Bisher konnte u.a. die Transformation verschiedener Clostridien wie C. acetobutylicum 
[MERMELSTEIN ET AL., 1992], C. cellulolyticum [TARDIF ET AL., 2001], C. beijerinckii 
[BIRRER ET AL., 1994], C. perfringens [PHILLIPS-JONES, 1990], C. paraputrificum [SAKKA ET 
AL., 2003], C. difficile [ACKERMANN ET AL., 2001], C. thermocellum [TYURIN ET AL., 2004] 
und C. tyrobutyricum [LIU ET AL, 2006] erreicht werden. Für die Transformation von 
C. butyricum existieren derzeit keine gentechnischen Methoden. 
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Transformation Präparation 
Transformation 
Transformation 
E. coli ∆mcr [pAN1] C. acetobutylicum DSM 792 
E. coli – C. acetobutylicum Shuttle-Vektor (unmethyliert) 
E. coli – C. acetobutylicum Shuttle-Vektor (methyliert) 
E. coli Plasmid pAN1 mit Methyltransferase-Gen φ3tI 
Methyltransferase φ3TI 
Restriktionsendonuklease Cac824I 
Ein besonderes Hindernis für die Transformation von Clostridien mit Fremd-DNA stellt ihre 
hohe Zellwand-assoziierte DNase-Aktivität dar [LIN UND BLASCHEK, 1984], sowie z.T. art-
spezifische Restriktions-Modifikations- (R-M)- Systeme, deren cytoplasmatische Restiktions-
endonukleasen die zu transformierende DNA effektiv eliminieren [MERMELSTEIN ET AL., 
1992; PURDY ET AL., 2002]. Eine erfolgreiche Elektroporation mit hoher Effizienz setzt daher 
die Charakterisierung der jeweiligen R-M-Systeme und gegebenenfalls eine entsprechende 
Modifikation der rekombinanten Shuttle-Vektoren voraus. In C. acetobutylicum DSM 792 
konnte ein einziges aktives Restriktionsenzym identifiziert werden (Cac824I), das für die 
Transformationsbarriere verantwortlich ist [MERMELSTEIN ET AL., 1992]. Das Enzym besitzt 
die Erkennungssequenz 5’-GCNGC-3’, wobei N jedes der vier Nukleotide sein kann. Die 
Sequenz tritt mit hoher Frequenz z.B. in DNA von E. coli, seltener jedoch in 
C. acetobutylicum auf, was auf dessen DNA mit äußerst hohem A+T-Gehalt (70 %) 
zurückzuführen ist [MERMELSTEIN ET AL., 1992]. Die Entwicklung einer Strategie zur In-vivo-
Methylierung des zentralen Cytosins dieser Sequenz in E. coli - C. acetobutylicum Shuttle-
Vektoren mittels einer Methyltransferase des B. subtilis Phagen Ф3T ermöglichte einen 
ausreichenden Schutz der Plasmide für eine effizientere Elektrotransformation [MERMELSTEIN 
UND PAPOUTSAKIS, 1993 A]. Die Methyltransferase Ф3TI bewirkt spezifische Methylierungen 
an Cytosinen der Zielsequenzen 5’-GGCC-3’ und 5’-GCNGC-3’ [TRAN-BETCKE ET AL., 
1986], für die Cac824I sensitiv ist. Die Methodik zur Transformation von C. acetobutylicum 
inklusive In-vivo-Methylierung der konstruierten Shuttle-Vektoren veranschaulicht Abb. 1-3. 
 
 
 
Abb. 1-3: In-vivo-Methylierung von E. coli – C. acetobutylicum Shuttle-Vektoren zum Schutz vor der Restriktion 
durch die Endonuklease Cac824I. 
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Das Prinzip der In-vivo-Methylierung beruht auf der konstitutiven Expression des φ3tI-Gens 
vom E. coli Vektor pAN1, der über den p15A Origin repliziert. Die Cotransformation 
kompatibler Shuttle-Vektoren in Ф3TI-exprimierende Zellen führt zur vollständigen 
Methylierung der Cac824I Zielsequenzen, so dass ein ausreichender Schutz bei der folgenden 
Elektroporation gewährleistet ist [MERMELSTEIN UND PAPOUTSAKIS, 1993 A]. Voraussetzung 
hierfür ist allerdings die Verwendung von E. coli Stämmen, deren System zur Restriktion von 
5-Methylcytosin enthaltenden Sequenzen (mcr) deletiert ist [MERMELSTEIN UND 
PAPOUTSAKIS, 1993 A]. Mit der Etablierung der beschriebenen Technik konnte eine Reihe 
gentechnisch veränderter Stämme generiert und charakterisiert werden. U.a. konnte durch 
Komplementationsexperimente mit Hilfe des degenerierten C. acetobutylicum Stammes M5 
die Butyraldehyd-Dehydrogenase Aktivität (Abb. 1-2, 16.) hauptsächlich auf die durch 
pSOL1 codierte, bifunktionelle Aldehyd/Alkohol-Dehydrogenase zurückgeführt werden 
[NAIR UND PAPOUTSAKIS, 1994]. Die Überexpression der Gene für die beiden Untereinheiten 
der CoA-Transferase (ctfA und ctfB) sowie der Acetoacetat-Decarboxylase (adc) mittels eines 
künstlichen (ace)-Operons führte in pH-regulierten Fermentationen zu einer früheren Expres-
sion der genannten Enzyme und somit zu einer früheren Induktion der Acetonbildung im 
Vergleich zu den Kontrollstämmen. Auch die Butanolproduktion setzte verfrüht ein und die 
Ausbeuten aller Lösungsmittel stiegen auch bei pH-Werten von 6,5 signifikant an, während 
die Bildung der organischen Säuren deutlich reduziert war [MERMELSTEIN ET AL., 1993]. In 
weiteren Untersuchungen zeigte die Überexpression der bifunktionellen Aldehyd/Alkohol-
Dehydrogenase in Kombination mit einer asRNA gegen das Transkript der Untereinheit B der 
CoA-Transferase einen Fermentationstyp, in dem fast ausschließlich die beiden Alkohole 
Butanol und Ethanol gebildet wurden [TUMMALA ET AL., 2003 A]. Ebenfalls zu einer erhöhten 
Lösungsmittelproduktion sowie einer erhöhten Butanoltoleranz führte die Überexpression der 
Stressproteine des groESL Operons [TOMAS ET AL., 2003 B]. Schließlich konnte auch ein 
geeignetes Genexpressions-Reportersystem auf Basis einer β-Glukuronidase aus E. coli 
entwickelt werden [GIRBAL ET AL., 2003]. 
 
Die Wasserstoffproduktion konnte bisher durch eine gentechnische Manipulation allerdings 
lediglich in zwei Fällen beeinflusst werden. Wie in Kapitel 1-2 bereits beschrieben, erbrachte 
die Überexpression der endogenen [FeFe]-Hydrogenase in C. paraputrificum eine etwa 1,7-
fache Steigerung der erzielten Wasserstoffausbeute [MORIMOTO ET AL., 2005]. Des Weiteren 
konnte durch Deletion des Acetatkinase-Gens in C. tyrobutyricum als Nebeneffekt zur 
gesteigerten Buttersäurebildung auch eine beträchtlich erhöhte Wasserstoffausbeute erreicht 
werden, was auf eine erhöhte Hydrogenase-Aktivität zurückgeführt werden konnte [LIU ET 
AL., 2006]. 
Einleitung   
12 
1.5 Zielsetzung 
 
Der mögliche Einsatz saccharolytischer Clostridien für die biologisch-technische Produktion 
diverser für die chemische Industrie bedeutender Substanzen gewinnt seit einigen Jahren 
wieder an Bedeutung. Insbesondere die Bildung der organischen Lösungsmittel Butanol und 
Aceton sowie die Produktion molekularen Wasserstoffs als möglichem alternativen Energie-
träger werden derzeit intensiv untersucht. Bei den in der biotechnologischen Wasserstoffpro-
duktion eingesetzten Clostridien handelt es sich häufig um Stämme von C. butyricum, die als 
Reinkulturen oder als gemischte Kulturen z.B. in Form wärmebehandelten Klärschlamms 
erforscht werden. Die Entwicklung von Techniken zur genetischen Manipulation einiger 
Clostridien hat ein besseres Verständnis der Regulation und Funktion vor allem des 
biphasischen Stoffwechsels von C. acetobutylicum ermöglicht. Dennoch ist die Genetik vieler 
anderer häufig verwendeter Clostridien, wie C. butyricum, immer noch wenig untersucht und 
Beispiele für ein Metabolic Engineering zur Steigerung von Produktivität und Ausbeute bei 
der biologischen Wasserstoffproduktion liegen kaum vor. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Gene einiger Enzyme des Katabolismus von C. butyricum 
DSM 10702 mittels eines primerbasierten Genome Walks identifiziert, in E. coli kloniert und 
die entsprechenden Genprodukte hinsichtlich ihrer Aktivität untersucht werden. Auf Grund 
des besonderen Einflusses auf das Verhältnis der gebildeten organischen Säuren zueinander 
und somit der theoretisch möglichen Wasserstoffausbeute sollte die biosynthetische Thiolase 
des Organismus nach ihrer Expression aufgereinigt und hinsichtlich ihrer kinetischen 
Eigenschaften und möglichen Regulation näher charakterisiert werden. Für die in diesem 
Rahmen durchzuführende Analyse der physiologisch relevanten Kondensation von Acetyl-
CoA sollte die im Metabolismus folgende β-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (BHBD) 
kloniert und schließlich beide Enzyme in einem gekoppelten Enzymtest eingesetzt werden. 
 
Des Weiteren sollte untersucht werden, ob mit Hilfe des kryptischen Plasmids pCB101 aus 
C. butyricum DSM 10702 ein geeigneter Shuttle-Vektor für die Expression von Genen in 
C. acetobutylicum DSM 792 entwickelt werden kann, um in letzterem Stamm durch ein 
Metabolic Engineering die fermentative Wasserstoffproduktion zu beeinflussen. Hierfür 
sollten die Gene sowohl der endogenen [FeFe]-Hydrogenase als auch der entsprechenden 
Enzyme aus C. butyricum DSM 10702 und E. cloacae IIT-BT 08 in einen Shuttle-Vektor 
kloniert und in C. acetobutylicum DSM 792 überexprimiert werden. Schließlich sollte der 
Einfluss der zusätzlichen Genkopien auf die Wasserstoffproduktion der rekombinanten 
Clostridien in vergleichenden, ansatzweisen Fermentationen ermittelt werden. In einem 
weiteren Ansatz sollten verschiedene Konstrukte zur Expression von Antisense-(as)RNAs 
gegen die Thiolase entwickelt und in C. acetobutylicum transformiert werden. Die Trans-
kription der asRNAs sollte spezifisch nachgewiesen und ihre Effektivität auf die intrazelluläre 
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Thiolase-Aktivität untersucht werden. In ansatzweisen Fermentationen sollte ihr Einfluss auf 
die fermentative Essig- und Buttersäurebildung sowie auf die Wasserstoffausbeute und –pro-
duktivität evaluiert werden. 
 
Die Rückhaltung von Zellen im Reaktor kann die Produktivität kontinuierlicher Fermen-
tationen deutlich steigern. Da Clostridien neben Wasserstoff große Mengen organischer 
Säuren bilden, sollten verschiedene Matrices zur Einhüllung der Zellen auf ihre Stabilität 
unter Prozessbedingungen getestet werden. Hierfür sollten die Clostridien in verschiedene 
polymere Matrices eingehüllt und die Immobilisate in ansatzweisen und kontinuierlichen 
Fermentationen eingesetzt werden. Die Stabilität der Materialien sollte vor und nach den 
Fermentationen evaluiert und miteinander verglichen werden, um ein geeignetes Material zu 
finden, das in kontinuierlichen Kulturen als stabiles Reservoir für die Clostridien-Zellen 
dienen kann. 
 
 
 
Material und Methoden   
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Chemikalien 
 
Becoagar W. Behrens & Co (Hamburg) 
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-
galactopyranosid (X-Gal) 
 
MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) 
Glycogen aus Miesmuscheln (reinst) Serva (Heidelberg) 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot) 
Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH (München) 
 
Alle nicht gesondert aufgeführten Chemikalien wurden in der Regel von Fluka (Buchs, 
Schweiz), Merck (Darmstadt), Sigma (Steinheim), Roth (Karlsruhe) oder Applichem 
(Darmstadt) bezogen. Nährmedienbestandteile stammten von Difco (Detroit, USA), Ohly 
(Hamburg) oder Roth (Karlsruhe). 
 
 
2.1.2 Kulturmedien 
 
Alle Medien wurden vor ihrer Verwendung für 20 Minuten bei 121°C unter Dampfdruck 
autoklaviert. Sterilfiltrierte Medienzusätze wurden erst nach Abkühlung des Mediums hinzu-
gegeben. Zur Herstellung von Agarplatten wurden Flüssigmedien durch Zugabe von 1,5 % 
Agar verfestigt. Medien für die Kultivierung von Clostridien wurden nach dem Autoklavieren 
sofort luftdicht verschlossen und mit Argon begast, um eine sauerstofffreie Atmosphäre zu 
gewährleisten. Agarplatten wurden in einer Anaerobierbank unter einer Stickstoffatmosphäre 
gegossen und dort für ca. 3 Tage bis zu ihrer Verwendung gelagert. 
 
LB-Medium [SAMBROOK ET AL., 1989] 
Bacto-Trypton 10 g 
NaCl 10 g 
Hefeextrakt 5 g 
Aq. demin. ad 1.000 mL 
  
TB-Medium 
Bacto-Trypton 12 g  KH2PO4 0,17 M 
Hefeextrakt 24 g  K2HPO4 0,72 M 
Glycerin 4 mL    
Aq. demin. ad 1.000 mL     
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Kaliumphosphatpuffer und Medium wurden getrennt voneinander autoklaviert und vor dem 
Beimpfen wurden dem Medium 0,1 Volumen Puffer hinzugefügt. 
 
RCM (Reinforced Clostridial Medium) 
Das käufliche Medium (Merck) wurde nach den Angaben des Herstellers in einer Konzentra-
tion von 33 g·L-1 in deionisiertem Wasser angesetzt. 
 
Standard I Nährbouillon 
Das käufliche Medium (Merck) wurde nach den Angaben des Herstellers in einer Konzentra-
tion von 25 g·L-1 in deionisiertem Wasser angesetzt. 
 
CGM (Clostridial Growth Medium)  Medium nach MONOT [1982] 
Ammoniumsulfat 2 g·L-1  Ammoniumacetat 2,2 g·L-1 
K2HPO4 1 g·L-1  K2HPO4 0,5 g·L-1 
KH2PO4 0,5 g·L-1  KH2PO4 0,5 g·L-1 
Hefeextrakt 1 g·L-1  MgSO4 x 7 H2O 0,2 g·L-1 
Bacto-Trypton 2 g·L-1  FeSO4 x 7 H2O 10 mg·L-1 
Glukose 20-50 g·L-1  MnSO4 x H2O 10 mg·L-1 
FeSO4 x 7 H2O 15 mg·L-1  Biotin 0,01 mg·L-1 
MnSO4 x H2O 10 mg·L-1  p-Aminobenzoesäure 1 mg·L-1 
MgSO4 x 7 H2O 0,1 g·L-1  Glukose 20-45 g·L-1 
CaCl2 10 mg·L-1    
CoCl2 2 mg·L-1    
ZnSO4 2 mg·L-1    
 
In einigen Fermentationen wurde ein durch Zugabe von Trypton (10 g·L-1) und Hefeextrakt 
(5 g·L-1) verstärktes MONOT-Medium verwendet. 
 
2 x YTG  GLRM (Glucose Rich Medium)  
Bacto-Trypton 16 g·L-1 Bacto-Trypton 10 g·L-1 
Hefeextrakt 10 g·L-1 Hefeextrakt 5 g·L-1 
Glukose 5 g·L-1 NaCl 5 g·L-1 
NaCl 5 g·L-1 Glukose 2 g·L-1 
 
(K)-Nutrient Medium 
Pepton 5 g·L-1 
Fleischextrakt 3 g·L-1 
(Kaliumnitrat) 3 g·L-1 
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Stammlösungen für Medienzusätze 
Ampicillin 100 mg·mL-1 
Kanamycin 25 mg·mL-1 
Chloramphenicol 30 mg·mL-1 in 100 % Ethanol 
Erythromycin 40 bzw. 100 mg·mL-1 in 100 % Ethanol 
Streptomycin 50 mg·mL-1 
IPTG 0,5-1 mol·L-1 
X-Gal 20 mg·mL-1 in DMSO 
 
Die wässrigen Stammlösungen wurden durch Filtration über 0,45 µm Membranen sterilisiert 
und die Antibiotika in einer Verdünnung von 1:1.000 in den entsprechenden Nährmedien 
eingesetzt. Ampicillin, Kanamycin, Chloramphenicol und Streptomycin wurden zur Selektion 
in E. coli, Erythromycin zur Selektion in C. acetobutylicum verwendet. IPTG wurde für die 
Induktion der Proteinexpression in Flüssigkulturen in einer Endkonzentration von 0,5-
1,5 mmol·L-1, in Agarplatten in einer Konzentration von 0,5 mmol·L-1 eingesetzt. Die 
Endkonzentration von X-Gal in selektiven LB-Agarplatten lag bei 0,08 mg·mL-1. 
 
 
2.1.3 Oligonukleotid-Primer 
 
Die für die selektive DNA-Amplifizierung im Rahmen von Klonierungen und des Genome 
Walks sowie für Sequenzierungen eingesetzten Oligonukleotid-Primer sind in Tab. 2-1 
aufgelistet. Sie wurden in lyophilisierter Form von den Firmen Sigma oder Invitrogen bezo-
gen. 
 
Tab. 2-1: Zur DNA-Amplifikation verwendete Oligonukleotid-Primer. 
Name Sequenz (5’-3’) Restriktionsstelle 
ACYCDUET_up GGATCTCGACGCTCTCCCT - 
AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC - 
AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT - 
ECHYDF CCCGGATCCAGGAGGGATTAAAATGTTTGGAGATCAATTTGATGGAAGT BamHI 
ECHYDRHIS TTTGGCGCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTCCTCCAGGACATGCAACTGTTTGA NarI 
ETFRD GGTGGTAGAGGAGTTGGAARCAAAGAAAACTT - 
FDXD1 TGTGCTTCAGAATGTCCAGTTARYGCTATA - 
FDXU1 GAATATCGYRATTGACCTGTAAGACTTCGT - 
FPCB1 AAAGCGGCCGCAGTAAAATATTTCTAAAAACATTTG NotI 
FPCB2 AAAGCGGCCGCATAAGACAAAAATCATACAGTATTA NotI 
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Fortsetzung Tab. 2-1. 
GAPC_529_down CATGCGTTCACTAATGACCAAAACA - 
GAPC_697_up TTTGAGCGTTTCCGTCTAATTTTCC - 
GAPC_down ATGGCAAAGATAGCTATTAATGGTTTTGGA - 
GAPC_up CTATTTTGCTATTTTTGCAAAGTAAGCTA - 
HBD_down GGGCATATGAAAAAAGTATTTGTACTTGGTGCAGGA NdeI 
HBDD1 AGAGATATHAAAGAYGARTTTGTTGAWAGAGGA - 
HBDD2 ATGATTAATGAAGCTACTTTCATTTTACA - 
HBD_up CCCGTCGACTTATTTAGAATAATCGTAGAATCCTTT SalI 
HBDU1 TCCTCTATCAACAAACTCATCTTTAATATCT - 
HYDA_187_down GCCAAAGTTGAAGATGGAATGGTAA - 
HYDA_366_up TGGTTTTGAAGCTTTTGCTTTTGTC - 
HYDACA_down CCCTCATGAAAACAATAATCTTAAATGGCAATGAA PagI 
HYDACA_up CCCGTCGACTTATTCATGTTTTGAAACATTTTTATCT SalI 
HYDACAF CCCCGTCGACCCAACCATATTATACTAATTCAATAATT SalI 
HYDACAR CCCCGTCGACGTGGATAGAATGGAAAGAGGTAAGGGAGA SalI 
HYDACB_down CCCTCATGATAAATTTAATTATTGATGAAAAAAATGT PagI 
HYDACB_int GGATTTAATTGATATAGAATATAAAC - 
HYDACB_up CCCGTCGACTTATTTAGTATATTTTAAGTGTAATAATTCA SalI 
HYDACBHIS_down CCCATGCATTAGAATCAGGTGATTCAGAGCTTATGGC Mph1103I 
HYDACBHIS_up CCCGGCGCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTTAGTATATTTTAAGTGTAATAATTC NarI 
HYDACAHIS_down CCCCTGCAGCAACCATATTATACTAATTCAATAATTTTAC PstI 
HYDACAHIS_up CCCGGCGCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTTCATGTTTTGAAACATTTTTATC NarI 
HYDACBF CCCGTCGACTAGAATCAGGTGATTCAGAGCTTATGG SalI 
HYDACBR CCCGTCGACGTATAATTATACTATAATAAGTGTTACA SalI 
HYDAD1 AGAAGAGARAATTGTGAATTCYTWAAACTT - 
HYDAD2 CCCGTCGACAAACTTGTAATWAARACAAARGCAARAG SalI 
HYDAD3 GCCCAGGTGGATGTGTAAATGGCGGTGGTCA - 
HYDAU1 AGCTYTTGCYTTTGTYTTWATTACAAG - 
HYDAU2 CCCGTCGACATTACAAGTTTWARGAATTCACAATT SalI 
HYDAU3 GGTAGAAGTTGGTAGAAGTGGCTTATTTGCTTTTGC - 
HYDE_down GGGCATATGGATAATATAATAAAGTTAATTAATAA NcoI 
HYDE_up GGGCTCGAGTTAACCAATAGATTCTTTGTAGC XhoI 
HYDF_down CCCTCATGAATGAACTTAACTCAACACCCAAAG PagI 
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Fortsetzung Tab. 2-1. 
HYDF_up CCCGTCGACTTAGTTCCTACTCGATTGATTAAATA SalI 
HYDG_down GGGCATATGTATAATGTTAAATCTAAAGTTGCAA NcoI 
HYDG_up GGGCTCGAGTTAGAATCTAAAATCTCTTTGTCCCT XhoI 
ORFDF ATGATAAGTTTTTATAGTGGTACGCCT - 
ORFDint TGTGGATCTATTAATCTATCGAATTGACT - 
ORFDR GGGCTCGAGTTAAGATACCTTTTTAGCATTTTTAAACC XhoI 
ORFE_down CCCCATATGTATTCTTTTATAATAAAAACTATA NdeI 
ORFEint_up TACAGCTCCTAATCCACGTATTAAAGC  
ORFEint_down GCTTTAATACGTGGATTAGGAGCTGTA  
ORFF_down CCCTCATGAAAAAAATTATGAAAAGATTTTTAA PagI 
ORFFint_up TCACATGAACGCTCTGGAAATTCAAC  
ORFFint_down GTTGAATTTCCAGAGCGTTCATGTGA  
ORFG_down CCCTCATGACTAAATTAAAGAAAATTTTATATTGT PagI 
ORFGint_down GCAGCAGAGGGAAGTGATAGCTCAA  
ORFG_up CCCGTCGACCTAGCCTTTATTTGCAATAGTAGAAA SalI 
ORFDR2 CCCAAGCTTTTAAGATACCTTTTTAGCATTTTTAAACC HindIII 
PET_up ATGCGTCCGGCGTAGA  
PFOD1 TGTGGAAACTGTGCTSARGTTTGTCCWGCT  
PFOD2 CCCGTCGACGCTAAGGARAAAGCTTTRGTTATGAAA SalI 
PFOD3 GACCACGTTCTTGCTTCAGGCGAAGAT - 
PFOF ATGAGAAAAATGAAAACTATGGATGGTAAT - 
PFOR TTATTGTTGATTAGCAAGTTTCTTGTAT - 
PFOU1 TGGTTTCATAACRAAAGCTTTRTCCTTAGC - 
PFOU2 CCCGTCGACTCCTTAGCWGGACAAACYTSAGCACAGT SalI 
PFOU3 ATTGGAGCTGCTTCTTCATCTTGTACAG - 
PFOU4 CTGTAGTTCCTTCTGGAGTAGCATCGATA - 
RPCB1 AAAGGCGCCCCTGTAGTTACTTCTTGTTCAGAA NarI 
RPCB2 AAAGGCGCCTTCAGCAGTTGACATTAGTTTAAAG NarI 
SOSF GCATTTAAGCGTCAGAGCATGGCTTTAT - 
SOSR GGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAT - 
THLCAASF1 CCCGGATCCCTAGCACTTTTCTAGCAATATTGCTGTT BamHI 
THLCAASF2 CCCGGATCCGCTGCTTTTGTTGCATAGAAAGGTC BamHI 
THLCAASF3 CCCGGATCCAGTAAGGAGCTCTAGACATATTTTCCA BamHI 
THLCAASR1 CCCGGCGCCTAGGAGGTTAGTTAGAATGAAAGAAG NarI 
THLCAASRNA2 GGAGCTCTAGACATATTTTCCATACCA - 
THLCAASRNA3 TCTCTTTTACTGGCAAATCATTAAGTGGCGCC - 
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Fortsetzung Tab. 2-1. 
THL_down ATGAAAGACGTAGTTATAGTAAGCGCTGTA - 
THLCHIS CCCGTCGACTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCATTCTTTCAACGATGACAGCAGT SalI 
THLD1 TAGCAGCWCAAATKATAAAAGCWGGAGA - 
THLD2 CCCGTCGACCAAATKATAAAAGCWGGAGATGCTGAY SalI 
THLNHIS ATGCACCACCACCACCACCACATGAAAGACGTAGTTATAGTAAGCG - 
THLint  - 
THLU1 TCAGCATCTCCWGCTTTTATMATTTGWG - 
THLU2 CCCGTCGACTCTCCWGCTTTTATMATTTGWGCTGCTAR SalI 
THL_up CCCGTCGACTTACATTCTTTCAACGATGACAGCAG SalI 
Random-Nonamer NNNNNNNNN - 
 
 
2.1.4 Geräte 
 
Anaerobierbank Eigenbau (RWTH-Werkstatt) 
Anaerobentöpfe Anaerobic Plus Systems (Oxoid, Wesel) 
Digitalkamera EOS 300D (Canon, Krefeld) 
Elektroporator MicroPulserTM (Bio-Rad Laboratories, München) 
Gaschromatograph HP 5890 (Hewlett Packard, Böblingen) 
Geldokumentation Gel Doc 2000TM (Bio-Rad Laboratories, München) 
Inkubationsschüttler Multitron II (Infors AG, Bottmingen, CH) 
HPLC-Systeme HPLC-Dionex (Dionex, Sunnyvale, USA) 
HPLC System Gold (Beckmann, Unterschleißheim) 
Kaffeemühle Krups 75 (Krups, Solingen) 
Kammer für SDS-Gele und Western 
Blot Analyse 
Xcell SureLockTM Mini-Cell mit Xcell IITM Blot 
Module (Invitrogen, Karlsruhe) 
Laborschüttler Heto Lab Equipment RK 10-VS (Gydevang, Däne-
mark) 
Mikroskop DM RB (Leitz, Wetzlar) 
Spektralphotometer Varian 50 Scan Cary mit Programm Cary WinUV 
(Varian, Darmstadt) 
Thermoblöcke Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg) 
HLC HBT130 (MS Laborgeräte, Wiesloch) 
Thermo-PCR-Cycler GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, 
Foster City, USA) 
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Tischzentrifugen GS-15R-Zentrifuge (Beckmann, München) 
Minispin Plus (Eppendorf, Hamburg) 
Trommelgaszähler TG01/2 (Ritter Apparatebau GmbH, Bochum) 
Ultraschallgerät Sonopuls HD200 mit Mikrospitze MS73 (Bandelin 
Electronic, Berlin) 
UV-Lampe Welabo (Düsseldorf) 
Wasserstoffsensor BCP-H2 (BlueSens Gas Sensor GmbH, Herten) 
Zentrifuge Sorvall® RC5B-Refrigerated Superspeed Centri-
fugen (DuPont Instruments, Bad Homburg) 
 
 
2.1.5 Mikroorganismen 
 
Escherichia coli K12 [wt] 
Escherichia coli BL21 [F- ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-)] 
Escherichia coli BL21(DE3) [F- ompT gal dcm lon hsdSB (rB- mB-) λ(DE3 [lacI 
lacUV5-T7 gege 1 ind1 sam7 nin5])] (Novagen) 
Escherichia coli DH5α [supE44 ∆lacU169 (θ80 lacZ∆M15) hsdR17 recA1 
endA1 gyrA96 thi-1 relA1] 
Escherichia coli JM109(DE3) [recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi 
∆(lac-proAB) F’(traD36 proAB+ lacIq lacZ∆M15) 
λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gege 1 ind1 sam7 nin5])] 
(Promega) 
E. coli JM109 [recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi 
∆(lac-proAB) F’(traD36 proAB+ lacIq lacZ∆M15)] 
(Stratagene) 
Escherichia coli ER2275 [trp-31, his-1, tonA2, rpsL104, supE44, xyl-7, 
mtl-2, metB1, e14-, ∆(lac)U169, endA1, recA1 
New England Biolabs (Frankfurt am Main), 
Escherichia coli SG13009 [pRep4] [(NalS StrS RifS) lac- ara- gal- mtl- F- recA uvr- 
(pRep4, NeoR)] (Pharmacia) 
Escherichia coli XL1-Blue [endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 
F’[::Tn10 proAB+ lacIq ∆(lacZ)M15] hsdR17(rK--
mK+)] 
Clostridium butyricum DSM 10702 [wt] DSMZ (Braunschweig) 
Clostridium acetobutylicum DSM 792 [wt] DSMZ (Braunschweig) 
Clostridium pasteurianum DSM 525 [wt] DSMZ (Braunschweig) 
Bacillus subtilis DSM 1971 [wt] DSMZ (Braunschweig) 
Bacillus amyloliquefaciens  
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ATCC 23350 [wt] DSMZ (Braunschweig) 
Pseudomonas fluorescens DSM 50090 [wt] DSMZ (Braunschweig) 
Paracoccus pantotrophus DSM 65 [wt] DSMZ (Braunschweig) 
 
 
2.1.6 Vektoren 
 
pET26b+ KanR, lacI, ColE1-Replikon, PT7lac (Novagen) 
pSOS95 AmpR, MlsR, ColE1-Replikon, repL, Pthl, ace2-Operon 
pAN1 CmR, φ3tI, p15A-Replikon (MERMELSTEIN UND 
PAPOUTSAKIS, 1993 A] 
pETDuet-1 AmpR, lacI,ColE1-Replikon, PT7lac (Novagen) 
pCDFDuet-1 SmR, lacI, CDF-Replikon, PT7lac (Novagen) 
pMal-c2e AmpR, lacI, malE, lacZα, ColE1-Replikon, Ptac (New 
England Biolabs) 
 
 
2.1.7 Kits, Enzyme und weitere Materialien 
 
6xHis Protein Ladder Qiagen (Hilden) 
Amylose Matrix New England Biolabs (Frankfurt am Main) 
Aurum Total RNA Sample Pack Bio-Rad Laboratories (München) 
BD Advantage 2 Polymerase Mix Clontech-Takara Bio (St. Germain-en-
Laye, Frankreich) 
Calf intestine alkaline phosphatase (CIAP) MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
dATP, dTTP, dGTP, dCTP MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
DNase I Applichem (Darmstadt) 
DNase I Promega (Münster) 
dNTP-Mix Promega (Münster) 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
GoTaq Flexi DNA Polymerase Promega (Münster) 
High Pure PCR Product Purification Kit Roche Applied Science (Mannheim) 
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche Applied Science (Mannheim) 
High Pure RNA Isolation Kit Roche Applied Science (Mannheim) 
HotMaster Taq DNA Polymerase Eppendorf (Hamburg) 
IEF Markers 3-10, Serva Liquid Mix Serva (Heidelberg) 
InvitrolonTM PVDF Invitrogen (Karlsruhe) 
iScript cDNA Synthesis Kits Bio-Rad Laboratories (München) 
Maus-Antikörper MBP-2 Lab Vision (Fremont, USA) 
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M-MLV Reverse Transkriptase Promega (Münster) 
Ni-NTA Superflow Matrix Qiagen (Hilden) 
PageBlueTM Protein Staining Solution MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Penta·His Antibody, BSA-free Qiagen (Hilden) 
Pfu DNA Polymerase Promega (Münster) 
pGEM®-T Easy Vektor System Promega (Münster) 
Plasmid Isolation Kit Jena Bioscience (Jena) 
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-
VDG with Rox 
 
Invitrogen (Karlsruhe) 
Proteinase K Applichem (Darmstadt) 
Restriktionsenzyme MBI Fermentas (St. Leon-Rot), New 
England Biolabs (Frankfurt am Main), 
Promega (Münster) 
Roti®Load 1 (4x) Roth (Karlsruhe) 
Sephacryl HR-300 Sigma (Steinheim) 
ServalytTM PrecotesTM Wide Range pH 3-10 Serva (Heidelberg) 
SV Total RNA Isolation System Promega (Münster) 
T4 DNA Polymerase New England Biolabs (Frankfurt am Main) 
TripleMaster® PCR System Eppendorf (Hamburg) 
Universal GenomeWalkerTM Kit BD Biosciences Clontech (Heidelberg) 
Western Breeze® chromogenic Immuno-
detection Kit 
 
Invitrogen (Karlsruhe) 
Zymoclean Gel Recovery Kit Zymo Research (Orange, USA) 
 
Die angeführten Materialien wurden gemäß den Herstellerangaben eingesetzt. 
 
 
2.2 Mikrobiologische Methoden 
 
2.2.1 Konservierung mikrobiologischer Stämme 
 
Für die langfristige Lagerung von E. coli Stämmen wurden 40-50 %ige Glycerinkulturen 
hergestellt. Einzelne Kolonien von E. coli wurden mit sterilen Zahnstochern von LB-Platten 
abgenommen und über Nacht in LB-Medium vermehrt. 1-1,5 mL der Bakterienkulturen 
wurden dann in sterilen Glas- oder speziellen Kryogefäßen 1:1 mit 87 %igem Glycerin 
verdünnt und bei -70 °C gelagert. 
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Clostridien wurden in Form von Sporen gelagert. Flüssigkulturen wurden für 5-7 Tage bei 
37 °C inkubiert, um eine nahezu vollständige Sporulation der vegetativen Zellen zu erreichen. 
Die Sporen wurden bei 12.000 Upm abzentrifugiert, ein- bis zweimal in sterilem deionisier-
tem Wasser gewaschen und schließlich bei 4 °C in Wasser gelagert. Für die Erstellung von 
Kryokulturen wurden wachsende vegetative Zellen auf 2 x YTG-Platten mit den entsprechen-
den Antibiotika ausplattiert, für 5-7 Tage anaerob bei 37 °C inkubiert und die Sporen 
schließlich mit 3 mL 2 x YTG-Medium von der Platte gespült. Die Sporensuspensionen 
wurden bei 4 °C oder -70 °C gelagert. 
 
 
2.2.2 Kulturführungen 
 
Zellkultivierungen von E. coli wurden auf LB-Agarplatten und in Schüttelkolben mit LB oder 
TB durchgeführt. Auf festen Medien ausplattierte E. coli Kulturen wurden bei 37 °C inkubiert 
bis Einzelkolonien erkennbar waren. Das Beimpfen erfolgte aus Glycerin-Stocks oder mit 
Einzelkolonien anderer LB-Platten. Die bewachsenen Platten wurden bis zu 4 Wochen bei 
4 °C gelagert. Flüssigmedien wurden aus Glycerin-Stocks, mit Einzelkolonien oder 2 %ig 
(v/v) mit anderen Flüssigkulturen beimpft und mit einer Frequenz von 120-220 Upm auf 
einem Rundschüttelgerät bei 37 °C inkubiert. 
 
Die anaerobe Kultivierung von Clostridien erfolgte in 10 mL Glasröhrchen, die entweder mit 
Schraubdeckeln oder mit Kapsenberg-Kappen verschlossen wurden, oder in 100 mL Schott-
flaschen. Um eine ausreichende Entgasung der Kulturen zu gewährleisten wurden die 
Schraubverschlüsse der Glasröhrchen nur leicht angedreht, die Gasabfuhr in Schottflaschen 
erfolgte über einen Siliconschlauch, der mit einem Sterilfilter versehen wurde. Die 
Beimpfung der Kulturen mit C. acetobutylicum erfolgte grundsätzlich in einer 
Anaerobierbank unter einer Stickstoffatmosphäre, während C. butyricum auch an der Luft 
überimpft werden konnte. Anoxische Bedingungen wurden in diesem Fall durch die 
Selbstgenerierung einer Gasatmos-phäre aus Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid 
gewährleistet. Agarplatten wurden in speziellen Anaerobiertöpfen (Oxoid) unter einer 
Atmosphäre aus Stickstoff oder Argon inkubiert. In Spuren vorhandener Sauerstoff wurde 
durch den Einsatz von Anaerocult® A-Katalysatoren (Merck) entfernt. Die 
Inkubationstemperatur betrug in allen Fällen 37 °C. Die Keimung von Sporen wurde in 5 mL 
Kulturmedium in 10 mL Glasröhrchen durchgeführt. 50-100 µL Sporensuspension wurden ins 
Medium gegeben und anschließend für 10 Minuten bei 80 °C erhitzt. Die Kulturen wurden 
dann über Nacht bei 37 °C inkubiert bis eine deutliche Schaumbildung zu verzeichnen war. 
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2.2.3 Fermentation von Clostridien 
 
Fermentationen von Clostridien wurden in einer 1 L Schottflasche durchgeführt, die an den 
Seiten mit zusätzlichen Hälsen versehen war. Das Flüssigvolumen des Reaktors betrug 
750 mL. Einer der Hälse konnte mit einer pH-Elektrode bestückt werden, so dass durch 
Zufuhr von 3 M Natronlauge der pH-Wert des Kulturmediums reguliert werden konnte. Das 
gebildete Gas wurde über ein System aus Thomafluid®-EPDM/PP-Schläuchen (Chemie 
Reichelt, Heidelberg) abgeleitet und die Probennahme erfolgte über einen im Medium 
hängenden Siliconschlauch. Alle Fermentationen wurden auf 37 °C temperiert und mit einem 
Magnetrührer gerührt. Auf Grund der starken Schaumbildung wurden dem Medium 0,5-1 mL 
des Antischaummittels Plurafac LF 1300 (BASF, Ludwigshafen) hinzugefügt. In kontinuier-
lichen Fermentationen wurde der Reaktor zusätzlich mit einem Zu- und einem Ablauf 
versehen. Abbildung 2-1 zeigt schematisch den Fermentationsaufbau. 
 
Schlauchpumpe
Abgas
""
PC
Reaktor
3 M NaOH
pH-Regelung
H2-SensorTrommelgaszähler
Abb. 2-1: Apparativer Aufbau zur ansatzweisen Fermentation von Clostridien. Das produzierte Gas konnte 
alternativ durch die Verdrängung von Wasser in einer 10 L Schottflasche quantifiziert werden. Für konti-
nuierliche Fermentationen wurde der Reaktor zusätzlich mit einem Zu- und einem Ablauf bestückt. 
 
 
Für die ansatzweise Fermentation nativer Zellen von C. acetobutylicum DSM 792 wurden 
zweimal 5 mL CGM mit 100 µL einer wachsenden Clostridien-Kultur beimpft und für 
12 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 50 mL CGM 20 %ig mit der ersten 
Vorkultur beimpft und für ca. 12 Stunden über Nacht bei 37 °C bebrütet. Die zweite Vorkul-
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tur wurde bei 12.000 Upm und 4 °C abzentrifugiert und das Bakterienpellet vollständig im 
entsprechenden Fermentationsmedium resuspendiert. 
 
Für die Fermentation nativer und immobilisierter Zellen von C. butyricum DSM 10702 
wurden Sporen bzw. Immobilisate in 5 mL CGM oder RCM gegeben und über Nacht bei 
37  bis zur offensichtlichen Keimung inkubiert. Die Vorkulturen nativer Zellen wurden in 
eine zweite Vorkultur (50 mL) transferiert und erneut über Nacht bei 37 °C inkubiert, bevor 
sie ins Fermentationsmedium überführt wurden. Immobilisate wurden direkt nach der 
Keimung für die Inokulation der Fermentationen verwendet. 
 
 
2.2.4 Bestimmung von Wachstumsparametern 
 
Optische Dichte 
Das Zellwachstum wurde durch Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellen-
länge von 600 (E. coli) oder 620 nm (Clostridium) verfolgt. Die Zellsuspensionen wurden bei 
jeder OD-Messung durch Zugabe von Medium verdünnt, so dass sich Werte für die 
Extinktion unterhalb von 0,5 ergaben. Nur in diesem Bereich liegt eine lineare Beziehung 
zwischen Extinktion und Zellkonzentration vor. 
 
Biotrockenmasse 
Einer Bakteriensuspension wurde ein definiertes Volumen entnommen und bei 4.500 Upm 
zentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend bei 95 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Nach etwa 48 Stunden im Exsikkator über Silicagel wurde das Endgewicht mittels einer 
Feinwaage ermittelt. 
 
 
2.2.5 Präparation kompetenter Zellen von E. coli 
 
Kompetente Zellen verschiedener E. coli Stämme (2.1.3) wurden nach einer Methode von 
HANAHAN (1985) hergestellt. Hierfür wurden 10 mL LB-Medium mit einer Kolonie des 
entsprechenden E. coli Stammes beimpft und auf einem Rundschüttelgerät bei 120 Upm und 
37 °C über Nacht inkubiert. 100 mL LB-Medium wurden 1:50 mit der Übernachtkultur 
beimpft und diese Hauptkultur bei 150-200 Upm bis zu einer OD600 von 0,4-0,5 angezogen. 
Die Bakterien wurden dann für 10 Minuten auf Eis gesetzt und anschließend durch 
siebenminütige Zentrifugation bei 4 °C und 4.500 Upm sedimentiert. Die Bakterienpellets 
wurden vorsichtig in 10 mL eiskalter 100 mM Calciumchlorid-Lösung (15% Glycerin) 
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 Minuten bei 4.000 Upm) wurde der 
beschriebene Waschschritt wiederholt, wobei die Bakteriensuspension für 30 Minuten auf Eis 
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inkubiert wurde. Schließlich wurde das Bakterienpellet in 2 mL eiskalter Calciumchlorid-
Lösung (s.o.) aufgenommen und die kompetenten Zellen in 200 µL Aliquots mittels flüssigen 
Stickstoffs eingefroren und bei -70 °C gelagert. 
 
 
2.2.6 Expression rekombinanter Proteine in E. coli 
 
Expression der Proteine Thl, BHBD und OrfD 
Je 10 mL LB-Medium wurden mit den entsprechenden Antibiotika versetzt und mit jeweils 
einer Kolonie des gewünschten Stammes beimpft. Die Inkubation der Kulturen erfolgte über 
Nacht bei 37 °C und 120 Upm. Sie dienten als Inokulum für die Expressionsansätze 
(10-100 mL LB-Medium in 100-1.000 mL Erlenmeyerkolben, Beimpfung 2 %ig). Die 
Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration im Medium 1°mM) bei 
einer OD600 zwischen 0,8 und 1,2 induziert. Die weitere Kultivierung erfolgte für 5-6 Stunden 
bei 30 °C. Nach der Induktionsphase wurden die Zellen der Expressionsansätze durch Zentri-
fugation sedimentiert (10 Minuten bei 4.500 Upm) und anschließend mit 100 mM Tris/HCl 
pH 7,5 gewaschen. Die durch erneute Zentrifugation pelletierten Bakterien wurden bei -20 °C 
bis zum Zellaufschluss gelagert. 
 
Expression von MalE-OrfD 
Die Expression des Fusionsproteins MalE-OrfD erfolgte in 500 mL GLRM in 5 L Erlen-
meyerkolben mit Schikanen. Die Ansätze wurden mit je 10 mL einer Übernachtkultur beimpft 
und bis zu einer OD600 von etwa 0,7 bei 80 Upm und 37 °C inkubiert. Die Proteinexpression 
wurde durch Applikation von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM) induziert und die weitere 
Inkubation erfolgte für ca. 5 Stunden bei 30 °C und 80 Upm. Die Zellen wurden durch Zentri-
fugation pelletiert (10 Minuten bei 10.000 Upm), mit 100 mM Tris/HCl pH 7,5 gewaschen 
und schließlich bei -20 °C gelagert. 
 
Expression von Hydrogenasen 
Die Coexpression clostridialer Hydrogenasen mit den Reifungsfaktoren HydE, HydF und 
HydG aus C. acetobutylicum DSM 792 wurde unter anoxischen Bedingungen durchgeführt. 
100 mL LB-Medium in 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikanen wurden 2 %ig mit Übernacht-
kulturen der verschiedenen Stämme beimpft und bei 37 °C und 120 Upm unter oxischen 
Bedingungen bis zu einer OD600 ~0,7 angezogen. Die Expression wurde mittels IPTG (End-
konzentration 1,5 mM) induziert und die Ansätze zunächst für 1 Stunde unter weiterhin 
oxischen Bedingungen bei 23 °C und 120 Upm inkubiert. Anschließend wurden die Kulturen 
in 100 mL Schottflaschen überführt und für 5 Stunden mit Argon begast. Die Zellernte 
erfolgte bis auf die Zentrifugationen (jeweils 10 Minuten 4.500 Upm) in der Anaerobierbank, 
wobei ein sauerstofffreier Waschpuffer (100 mM Tris/HCl pH 7,5) verwendet wurde. 
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2.2.7 Zellaufschluss 
 
Der Aufschluss der Zellen von E. coli und C. acetobutylicum erfolgte mittels gepulsten 
Ultraschalls (Gerät: Sonopuls HD200, Bandelin Electronic, Berlin). Für die Isolierung sauer-
stoffempfindlicher Proteine wurden alle Schritte unter anoxischen Bedingungen in der 
Anaerobierbank durchgeführt. Die Zellen wurden zunächst auf Eis aufgetaut, in 100 mM 
Tris/HCl pH 7,5 mit 1 mg·mL-1 (E. coli) bzw. 10 mg·mL-1 (C. acetobutylicum) Lysozym 
resuspendiert und anschließend für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Für die Isolierung aufzu-
reinigender Proteine wurde der Zellaufschluss im jeweiligen Bindepuffer (Kapitel 2.4.4) 
durchgeführt. Den Ansätzen wurden je nach Bedarf wenige µL einer DNaseI-Lösung 
(1 mg·mL-1) zugesetzt, um durch DNA-Verdau die Viskosität der Zellsuspensionen zu 
verringern. Die Ultraschall-Behandlung erfolgte in Zyklen von 15 Sekunden mit 70 % 
Intensität und Kühlungsintervallen auf Eis von 60 Sekunden. Die aufgeschlossenen Zellen 
wurden für 20 Minuten bei 15.000 Upm und 4 °C abzentrifugiert. 
 
 
2.2.8 Plattendiffusionstests 
 
10 mL Vorkulturmedium wurden mit Einzelkolonien der Testorganismen beimpft (C. pasteu-
rianum: RCM, Bacillus spec.: Standard I Bouillon, P. fluorescens: Nutrient-Medium, 
P. pantotrophus: K-Nutrient-Medium) und über Nacht bei unterschiedlichen Temperaturen 
(C. pasteurianum: anoxisch, 37 °C, Bacillus spec.: 37 °C, P. fluorescens, P. pantotrophus: 
30 °C) und 120 Upm inkubiert. Je 1 mL der Vorkulturen dienten zur Inokulation einer 10 mL 
Hauptkultur, die für weitere 3-5 Stunden bei entsprechender Temperatur inkubiert wurde. 
5 mL des jeweiligen sterilen Weichagars (1 % Agar) wurden durch Aufkochen verflüssigt und 
anschließend auf 50 °C im Thermoblock temperiert. Der Agar wurde mit 500 µL der 
wachsenden Bakterienkulturen versetzt, kurz durch Vortexen gemischt und auf vorbereiteten 
Agarplatten gleichmäßig verteilt. Die überschichteten Agarplatten wurden für 15 Minuten in 
der Sterilbank getrocknet und dann mit einem sterilen Korkbohrer Löcher mit einem Durch-
messer von 4 mm gestanzt, in die schließlich die zu untersuchende Proteinlösung gegeben 
wurde. Die Platten wurden über Nacht bei der jeweils optimalen Wachstumstemperatur der 
Indikatororganismen (s.o.) inkubiert und am folgenden Tag auf die Ausbildung von Hemm-
höfen untersucht. 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
2.3.1 Isolierung von Nukleinsäuren aus Bakterien 
 
Isolierung genomischer DNA aus Clostridien 
Für die Isolierung der Gesamt-DNA aus C. butyricum DSM 10702 und C. acetobutylicum 
DSM 792 wurden die Organismen in 50 mL CGM kultiviert. Nach Zentrifugation (20 Mi-
nuten, 4.500 Upm, 4 °C) wurde das Pellet in 15 mL kaltem Suspensionspuffer (10 mM 
Tris/HCl pH 8,0; 150 mM NaCl, 10 mM EDTA) aufgenommen und erneut zentrifugiert 
(10 Minuten, 4.500 Upm, 4 °C). Anschließend wurde das Pellet in 7 mL kaltem Lysepuffer 
(20 mM Tris/HCl pH 8,0; 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 4 mg·mL-1 Lysozym) resuspendiert, 
für 15 Minuten auf Eis gekühlt und danach für 15 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. 
Nach Zugabe von 500 µL 30 %iger Natrium-N-Laurylsarcosinat-Lösung und 80 µL 
Proteinase K (20 mg·mL-1) wurden die Zellen zur Lyse für 30 Minuten bei 70 °C im Wasser-
bad leicht schüttelnd inkubiert und das Lysat schließlich für 5 Minuten auf Eis gekühlt. Die 
DNA wurde durch zwei Phenol-Chloroform-Extraktionen gereinigt, für 20 Minuten mit 
RNase A bei 37 °C im Wasserbad behandelt (Zugabe von 100 µL RNase A, 10 mg·mL-1) und 
einer Ethanol-Fällung unterzogen. Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 1 mL TE-Puffer 
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) gelöst und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C 
gelagert. 
 
Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
Mini-Präparationen von Plasmid-DNA aus E. coli wurden mit Hilfe des HighPure Plasmid 
Isolation Kits (Roche) oder dem Plasmid Isolation Kit (Jena Bioscience) aus 3-5 mL 
Bakterienübernachtkultur durchgeführt. Plasmidpräparationen in großem Maßstab erfolgten 
aus 50-100 mL Übernachtkulturen nach einem abgewandelten Protokoll der alkalischen Lyse 
[SAMBROOK ET AL., 1989]. 50 mL Kultur wurden für 15 Minuten bei 4.500 Upm und 4 °C 
zentrifugiert und das Bakterienpellet in 5 mL Lösung I (50 mM Glukose, 25 mM Tris, 10 mM 
EDTA) resuspendiert. Anschließend wurden 10 mL Lösung II (0,2 M NaOH, 1 % SDS) 
hinzugegeben und mehrmals durch Invertieren gemischt. Nach einminütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden 7,5 mL Lösung III (3 M Natriumacetat pH 4,8) zugefügt, erneut 
durch Invertieren gemischt und das Lysat mit 250 µL Chloroform versetzt. Anschließend 
wurde es für 10 Minuten bei 12.000 Upm zentrifugiert und die Plasmid-DNA im Überstand 
mit 15 mL Isopropanol gefällt. Das DNA-Pellet wurde in 300-400 µL TE-Puffer (10 mM 
Tris, 1 mM EDTA, pH 8) aufgenommen und für 60-90 Minuten mit RNase A (Zugabe von 
10 mL RNase A, 10 mg·mL-1) behandelt. Die DNA-Lösung wurde mit 5 Vol. Bindepuffer aus 
einem der Plasmid-Isolations-Kits bzw. 6 M Guanidin-HCl gemischt und schließlich in 
Aliquots von 100-200 µL über Silica-Säulen aus Mini-Präparations-Kits aufgereinigt. 
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Isolierung von Plasmid-DNA aus C. acetobutylicum 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Clostridien erfolgte ebenfalls unter Verwendung der 
oben genannten Kits, wobei dem Resuspensionspuffer Lysozym in einer Konzentration von 
10 mg·mL-1 zugesetzt wurde. Die Isolierung erfolgte entweder aus Zellen aus 5 mL einer 
CGM-Übernachtkultur oder aus Fermentationen entnommenen Zellproben. Die resuspendier-
ten Zellen wurden für 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die weiteren Schritte 
erfolgten nach den Angaben der Hersteller. 
 
Isolierung der Gesamt-RNA aus C. acetobutylicum 
Die Isolierung von RNA aus C. acetobutylicum erfolgte mit Hilfe des SV Total RNA 
Isolation Systems (Promega) oder dem Aurum Total RNA Sample Pack (Bio-Rad). Die Kits 
wurden den Herstellerangaben entsprechend eingesetzt, wobei die Lysozymkonzentration im 
Resuspensionspuffer bei der Verwendung des letzteren Kits auf 10 mg·mL-1 erhöht wurde. Da 
die isolierte Gesamt-RNA grundsätzlich noch Reste genomischer DNA enthielt, wurde nach 
jeder RNA-Isolierung ein zusätzlicher Verdau mit DNase I (Promega) durchgeführt. Hierfür 
wurden nach den Angaben des Herstellers pro µg RNA 1 U DNase I eingesetzt und die 
Ansätze für 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 Vol. DNase-Stopp-Lösung 
wurde die DNase bei 65 °C für 10 Minuten deaktiviert. Die isolierte RNA wurde bis zur 
weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. 
 
 
2.3.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
 
Isolierte und amplifizierte DNA wurde zur Identifizierung und Quantifizierung einer Agarose-
Gelelektrophorese unterzogen. Die verwendeten Gele hatten eine Agarose-Konzentration von 
0,5-1,2 % (w/v) in 1 x TAE-Puffer und enthielten 0,005 % Ethidiumbromidlösung. Vor dem 
Auftragen wurden die DNA-Proben mit 1/6 Vol. Ladepuffer (6x) versetzt. Als Größen-
standard diente 1 µL (0,5 µg) eines DNA-Markers (GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder, MBI 
Fermentas). Die Elektrophorese erfolgte in 1 x TAE-Puffer bei 5-7 V/cm Gellänge für 45-60 
Minuten. 
 
TAE-Puffer, pH 8,0 
Tris 40 mM 
Acetat 20 mM 
EDTA 2 mM 
 
Die Agarosegele wurden mittels eines UV-Transilluminators (Gel Doc 2000TM, Bio-Rad 
Laboratories, München) bei einer Wellenlänge von 312 nm analysiert. 
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2.3.3 Konzentrierung und Reinigung von DNA 
 
Phenol-Chloroform-Extraktion 
Zur Entfernung von Proteinverunreinigungen wurden DNA-Lösungen einer Phenol-
Chloroform-Extraktion unterzogen. Dazu wurden zunächst 0,5-1 Vol. Phenol-Lösung (mit 
TE-Puffer gesättigt, Applichem) zur DNA-Lösung gegeben und gut gemischt. Zur Phasen-
trennung wurde das Gemisch zentrifugiert (4.500 Upm, 10 Minuten) und die wässrige Phase 
in ein sauberes Gefäß überführt. Anschließend wurde die Phenol-Extraktion wiederholt. Die 
wässrige Oberphase wurde dann mit einem Gemisch aus Chloroform und Isoamylalkohol 
(24:1) versetzt, gut durchmischt und erneut die beiden Phasen durch Zentrifugation getrennt. 
Die DNA-haltige wässrige Phase konnte dann im Anschluss einer Ethanol- oder Isopropanol-
fällung unterzogen werden. 
 
DNA-Fällung 
DNA in wässrigen Lösungen wurde mittels Ethanol oder Isopropanol gefällt. Zur Fällung mit 
Ethanol wurde die DNA-Lösung mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat pH 5,2 und 2-3 Vol. 
absolutem Ethanol versetzt und gut gemischt. Die Fällung erfolgte für mindestens 30 Minuten 
oder über Nacht bei -20 °C. Zur DNA-Fällung mit Isopropanol wurde die DNA-Lösung mit 
0,7 Vol. Isopropanol gemischt. Ausgefallene DNA wurde durch Zentrifugation (12.000 Upm, 
10 Minuten) pelletiert, mit 70 %igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und 
schließlich in deionisiertem Wasser, 10 mM Tris/HCl pH 8,0 oder TE-Puffer (10 mM Tris, 
1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen. 
 
Aufreinigung von PCR- und Restriktionsansätzen 
PCR-Produkte und DNA aus Restriktionsansätzen wurden entweder mit Hilfe des HighPure 
PCR Purification Kits (Roche) direkt aus der vorliegenden Lösung oder mittels des 
Zymoclean Gel Extraction Kits (Zymo Research) aus Agarose-Gelen aufgereinigt. Die Kits 
wurden nach den Herstellerangaben eingesetzt. 
 
Reinigung und Konzentrierung von DNA in Mikrokonzentratorsäulen 
Zur Entsalzung und Konzentrierung wurde Plasmid-DNA mit Microcon-100-Konzentratoren 
(Millipore GmbH, Eschborn) gereinigt. Hierfür wurden bis zu 400 µL DNA-Lösung in 
deionisiertem Wasser auf die Säulen gegeben, auf 500 µL mit deionisiertem Wasser aufgefüllt 
und 20 Minuten bei 500 g zentrifugiert bis sich nur noch etwa 50 µL Lösung auf der Säule 
befanden. Anschließend wurde drei weitere Male deionisiertes Wasser hinzugegeben und die 
Zentrifugation wiederholt. Die auf diese Weise konzentrierte und entsalzte Plasmid-DNA 
wurde für die Elektrotransformation in C. acetobutylicum eingesetzt. 
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2.3.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
 
Die selektive Amplifikation von DNA-Fragmenten zu analytischen und präparativen 
Zwecken erfolgte mittels PCR. Dabei kamen je nach Verwendungszweck der amplifizierten 
DNA verschiedene DNA-Polymerasen zum Einsatz. Die Polymerasen wurden jeweils den 
Herstel-lerangaben entsprechend eingesetzt. Alle PCR-Ansätze enthielten dNTPs in einer 
Konzen-tration von jeweils 200 µmol·L-1 sowie die jeweiligen Oligonukleotid-Primer in 
Konzen-trationen von 0,2-0,4 µmol·L-1. Zum Nachweis von klonierten DNA-Fragmenten in 
Plasmiden wurde eine Taq-Polymerase (GoTaq Flexi, Promega) eingesetzt. Anstelle von 
aufgereinigter DNA wurden Einzelkolonien von E. coli mit einem sterilen Zahnstocher in die 
PCR-Ansätze gegeben. Als Oligonukleotid-Primer wurden je ein insert- und ein plasmid-
spezifischer Primer verwendet, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden [DALLAS-YANG 
ET AL., 1998]. Die Ansätze hatten ein Volumen von 25 µL. Die Amplifikation von DNA-
Fragmenten zur Klonierung und Expression von Genen wurde mit Polymerasen durchgeführt, 
die eine Korrekturlesefunktion in Form einer 3’-5’-Exonuklease-Aktivität aufweisen. Hierfür 
kamen je nach Länge der zu amplifizierenden DNA-Bereiche die Pfu-DNA-Polymerase von 
Promega oder das TripleMasterTM PCR System der Firma Eppendorf zum Einsatz. Die PCR-
Ansätze hatten ein Volumen von 50 µL. Die entsprechenden Temperaturprogramme zeigt 
Tab. 2-2.  
 
Tab. 2-2: Thermocycler-Einstellungen bei der Verwendung verschiedener DNA-Polymerasen. 
 GoTaq Flexi DNA-Polymerase 
Pfu DNA-
Polymerase 
TripleMasterTM 
System 
HotMaster Taq 
DNA Polymerase 
Initiale 
Denaturierung 
94 °C 
2 min 
95 °C 
2 min 
94 °C 
2 min 
94 °C 
2 min 
Denaturierung 94 °C 30-45 s 
95 °C 
30-45 s 
94 °C 
30-45 s 
94 °C 
30-45 s 
Annealing 50-60 °C 30-45 s 
50-60 °C 
30-45 s 
50-60 °C 
30-45 s 
50-60 °C 
30-45 s 
Elongation 72 °C 1 min/kb 
 
 
25- 
30x 
 73 °C 
2 min/kb 
 
 
25- 
30x 
 72 °C 
1 min/kb 
 
 
25- 
30x 
 70 °C 
1 min/kb 
 
 
30- 
35x 
Finale Elongation 72 °C 7 min 
73 °C 
5 min - 
70 °C 
5 min 
 
 
Bei der Sequenzaufklärung fand die PCR außerdem im Rahmen des Genome Walks 
Anwendung. Hierfür wurde das Universal GenomeWalkerTM Kit (BD Biosciences Clontech) 
weitgehend nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. Für die PCR mit den erstellten 
DNA-Bibliotheken wurde entweder die HotMaster Taq DNA-Polymerase der Firma 
Eppendorf oder der BD Advantage 2 Polymerase Mix von Takara Clontech verwendet. Alle 
PCR-Ansätze hatten ein Volumen von 50 µL. Die Bedingungen, bei denen die PCRs durch-
geführt wurden, waren je nach eingesetzter Polymerase deutlich unterschiedlich. Die ent-
sprechenden Programme sind in Tab. 2-2 (HotMaster Taq DNA Polymerase) bzw. Tab. 2-3 
(BD Advantage 2 Polymerase Mix) dargestellt. 
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Tab. 2-3: PCR Bedingungen bei der Amplifikation von DNA-Frag-
menten im Rahmen des Genome Walks. 
 Temperatur Dauer  Zyklenzahl 
Denaturierung 94 °C 20 s 
Annealing + Elongation 70 °C 5 min 
7x 
Denaturierung 94 °C 20 s 
Annealing + Elongation 63 °C 5 min 32x 
Finale Elongation 63 °C 5 min - 
 
 
2.3.5 RT-PCR 
 
Die RT-PCR wurde zum Nachweis spezifischer DNA-Transkripte sowie im Rahmen der 
hydA-mRNA Quantifizierung eingesetzt. Die Synthese von cDNA aus clostridialer Gesamt-
RNA erfolgte entweder mit Hilfe des iScript cDNA Synthesis Kits der Firma Bio-Rad oder 
der M-MLV Reverse Transkriptase von Promega. Das zuerst genannte Kit konnte nur für die 
unspezifische cDNA-Synthese verwendet werden, da der zugehörige Reaktionspuffer bereits 
sogenannte Zufalls-Nonamer-Primer enthielt. Das Kit wurde den Herstellerangaben ent-
sprechend eingesetzt, wobei für die Zelllyse der Clostridien die Lysozymkonzentrationen von 
0,5 auf 10 mg·mL-1 erhöht wurden. Für die reverse Transkription einer speziellen mRNA fand 
das zuletzt genannte System Anwendung. Hierfür wurden pro µg RNA 250 ng des zur Ziel-
RNA komplementären Oligonukleotid-Primers eingesetzt und die Ansätze mit RNase-freiem 
Wasser auf 14 µL aufgefüllt. Zur Denaturierung doppelsträngiger Abschnitte wurden die 
Ansätze für 5 Minuten im Thermoblock auf 70 °C erhitzt und anschließend direkt auf Eis 
gestellt. Für die Synthese der cDNA wurden 100 U M-MLV Reverse Transkriptase, 4 µL 
Reaktionspuffer und 1,5 µL dNTPs (Endkonzentration 750 µM) hinzugegeben und auf 20 µL 
mit RNase-freiem Wasser aufgefüllt. Die Inkubation erfolgte für 60 Minuten bei 42 °C mit 
anschließender zehnminütiger Inaktivierung bei 70 °C. cDNA für die quantitative Realtime-
PCR wurde ebenfalls mit der M-MLV Reverse Transkriptase von Promega synthetisiert. 
Hierfür wurden Zufalls-Nonamere verwendet und die RNA in mehreren Verdünnungsstufen 
(1:1; 1:4; 1:16) eingesetzt. Nach der wie oben beschriebenen Denaturierung erfolgte die 
Inkubation der Reaktionsansätze für 60 Minuten bei 37 °C. Als Negativkontrolle dienten 
Ansätze, die keine Reverse Transkriptase enthielten. 
 
 
2.3.6 Quantitative Realtime-PCR 
 
Die Realtime-PCR wurde zur Quantifizierung von Transkripten in rekombinanten Zellen von 
C. acetobutylicum eingesetzt. Zur Kalibrierung dienten die zu untersuchenden Gene hydA und 
gapC mit Konzentrationen von 1 µg·mL-1 bis 1 fg·mL-1, die jeweils im Vektor pGEM®-T 
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Easy vorlagen. In allen untersuchten Ansätzen wurde die hydA-Konzentration auf die 
entsprechende gapC-Konzentration bezogen, um eventuelle Schwankungen der RNA-
Konzentrationen z.B. auf Grund von Qualitätsunterschieden bei der RNA-Extraktion auszu-
gleichen. Als Templat diente die nach der RNA-Extraktion mittels RT-PCR synthetisierte 
cDNA, die jeweils in verschiedenen Verdünnungsstufen (1:1; 1:10) eingesetzt wurde. Auch 
die für die cDNA-Synthese eingesetzte RNA wurde für die cDNA-Synthese unterschiedlich 
verdünnt und zur Kontrolle dienten Ansätze, die keine Reverse Transkriptase enthielten 
(-RT). Für die Amplifikationen wurden die Oligonukleotid-Primer HYDA_187_down und 
HYDA_366_up bzw. GAPC_527_down und GAPC_697_up sowie das Platinum® SYBR® 
Green qPCR SuperMix-VDG der Firma Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Das eingestellte 
Temperaturprogramm zeigt Tabelle 2-4. Zur Kontrolle wurden abschließend die Schmelz-
punkte der generierten PCR-Produkte durch kontinuierliche Erhöhung der Temperatur von 
60 °C auf 95 °C ermittelt. 
 
Tab. 2-4: Temperaturbedingungen für die Realtime-PCR zur Quantifi-
zierung von Transkripten in C. acetobutylicum. 
 Temperatur Dauer Zyklenzahl 
 50 °C 2 min - 
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min - 
Denaturierung 95 °C 15 s 
Annaeling+Elongation 60 °C 1 min 41x 
95 °C 15 s - 
60 °C 1 min - Bestimmung der Schmelztemperatur [TM] 95 °C 15 s - 
 
 
2.3.7 Modifizierung von DNA und Sequenzierungen 
 
DNA-Restriktion 
Isolierte bzw. amplifizierte DNA wurde zu analytischen und präparativen Zwecken mit 
Restriktionsendonukleasen behandelt. Die Inkubation erfolgte nach den Angaben des Herstel-
lers in einem Gesamtvolumen von 10-100 µL für 2-3 Stunden oder über Nacht. Für die 
Restriktion von 0,1-2 µg DNA wurden 5-20 U Restriktionsendonuklease eingesetzt. Die 
enzymatische Spaltung wurde anschließend in einem Agarose-Gel überprüft. 
 
Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA 
Linearisierte Plasmide wurden unter Verwendung von Alkalischer Phosphatase aus 
Kälberdarm (CIAP: calf intestine alkaline phosphatase; MBI Fermentas) an ihren 5’-Termini 
dephosphoryliert. Dazu wurden 50 µL Restriktionsansatz mit 1 U CIAP versetzt und mit dem 
entsprechenden Reaktionspuffer und deionisiertem Wasser auf ein Volumen von 60 µL 
gebracht. Die Inkubation erfolgte für 60 Minuten bei 37 °C. 
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Ligationen 
PCR-Produkte wurden für Sequenzierungen mittels des pGEM®-T Easy Cloning Kits 
(Promega) durch TA-Klonierung mit Hilfe einer im Lieferumfang enthaltenen T4 DNA 
Ligase nach Herstellerangaben in den so genannten pGEM®-T Easy Vektor ligiert. Alle 
übrigen Ligationen wurden mit der T4 DNA Ligase von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) nach 
den Angaben des Herstellers durchgeführt. Das zu klonierende PCR-Produkt wurde in einem 
3-5-fach molaren Überschuss zum Vektor eingesetzt. Die Ligationsansätze hatten ein Gesamt-
volumen von 15-30 µL. 
 
DNA-Sequenzierungen 
PCR-Produkte wurden in linearer Form oder nach Klonierung in den pGEM®-T Easy Vektor 
durch die Firma MWG Biotech AG (Martinsried) sequenziert. Die korrekte Konstruktion von 
Expressions- und Shuttle-Vektoren wurde ebenfalls durch Sequenzierung bei o.g. Firma 
überprüft. Soweit erforderlich wurden dort auch die notwendigen Sequenzier-Primer 
synthetisiert. 
 
 
2.3.8 Transformationen 
 
Hitzeschocktransformation von E. coli 
Die Transformation von E. coli wurde weitgehend nach dem Protokoll von HANAHAN [1983] 
durchgeführt. 100 µL gefrorene kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 1-2 µL 
Eluat aus Plasmid-Präparation bzw. 5-10 µL aus Ligationsansätzen versetzt und für 
10 Minuten auf Eis gestellt. Die Transformationsansätze wurden dann für 90 Sekunden einem 
Hitzeschock von 42 °C unterzogen, anschließend für 2 Minuten auf Eis gekühlt, mit 900 µL 
auf 37 °C temperiertem LB-Medium gemischt und für 90 Minuten bei 37 °C und 150 Upm 
geschüttelt. 50-150 µL Aliquots des Ansatzes wurden auf LB-Selektionsplatten ausgestrichen 
und über Nacht bei 37 °C bebrütet. 
 
Elektrotransformation von C. acetobutylicum 
Bis auf die Zellkultivierungen und Zentrifugationen wurden alle Schritte in einer Anaerobier-
bank unter einer Stickstoffatmosphäre durchgeführt. 5 mL CGM (2 % Glukose) wurden mit 
50-100 µL Sporensuspension beimpft und über Nacht anaerob bei 37 °C inkubiert. Die Kultur 
wurde am folgenden Tag abzentrifugiert (10 Minuten bei 12.000 Upm und 4 °C) und in 
50 mL CGM (2 % Glukose) resuspendiert. Die weitere Inkubation erfolgte bei 37 °C für etwa 
4 Stunden bis zu einer OD600 von ca. 0,7. Die Kultur wurde dann für 10 Minuten bei 
12.000 Upm und 4 °C zentrifugiert, das Pellet zweimal in ETM-Puffer (270 mM Saccharose, 
4,4 mM NaH2PO4, 0,6 mM Na2HPO4, 10 mM MgCl2) sowie einmal in ET-Puffer(270 mM 
Saccharose, 4,4 mM NaH2PO4, 0,6 mM Na2HPO4) gewaschen und schließlich in 2 mL ET 
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aufgenommen. 0,5-1 µg konzentrierte und entsalzte Plasmid-DNA wurden in gekühlten 
Elektroporationsküvetten (Durchmesser: 0,4 mm) vorgelegt, 600 µL Zellsuspension hinzu-
gegeben und gut gemischt. Die Ansätze wurden für 15 Minuten auf Eis gekühlt und 
anschließend einem elektrischen Puls ausgesetzt (5,5-6,25 kV·cm-1), wobei sich Zeit-
konstanten zwischen 3,6 und 4 Millisekunden ergaben. Die Zellen wurden sofort in 1,4 mL 
2 x YTG gegeben und für 4 h bei 37 °C regeneriert. 200 µL Aliquots wurden schließlich auf 
2 x YTG-Selektionsplatten ausgestrichen und 3-5 Tage anaerob bei 37 °C inkubiert. 
 
 
2.4 Proteinchemische Methoden 
 
2.4.1 Bestimmung des Proteingehalts nach BRADFORD [1976] 
 
Die Bestimmung des Proteingehalts wurde nach der Methode von BRADFORD [1976] 
durchgeführt. Zur Erstellung einer Kalibrierung wurde eine Stammlösung von Rinderserum-
albumin (BSA) mit einer Konzentration von 10 mg·mL-1 eingesetzt. Diese wurde soweit 
verdünnt, dass sich Konzentrationen zwischen 5 und 25 µg·mL-1 ergaben. 800 µL Proteinpro-
be wurden in einer Küvette mit 200 µL eines käuflichen Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein 
Assay) versetzt und nach 5 Minuten die Extinktion bei einer Wellenlänge von 595 nm 
gemessen. 
 
 
2.4.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Zur Kontrolle der Proteinexpression wurden Proteine aus Zelllysaten in denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gelen (12 %) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteinproben wurden 1:1 mit 
einem reduzierenden Probenpuffer (Roti®Load 1, Roth, Karlsruhe) versetzt, für 5 bis 10 
Minuten bei 95 °C im Thermoblock denaturiert bzw. reduziert und anschließend auf Eis 
gekühlt. Nach kurzer Zentrifugation wurde jede Tasche mit 20-30 µL Probe beladen. Als 
Molekulargewichtsstandard dienten 5 µL des Markers PageRulerTM Prestained Protein Ladder 
(MBI Fermentas). Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer konstanten Spannung von 
180 V für 60-75 Minuten. Zur Visualisierung der Protein-Banden wurden die Gele über Nacht 
in PageBlueTM Protein Staining Solution inkubiert (MBI Fermentas). Die Entfärbung erfolgte 
für 1 bis 2 Stunden mit deionisiertem Wasser. 
 
SDS-Laufpuffer 
Tris 3 g·L-1 
Glycin 14,4 g·L-1 
SDS 1 g·L-1 
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2.4.3 Western Blot 
 
Zur Detektion von Hexahistidinresten (6xHis-Tag) sowie des Maltosebindeproteins wurden 
Western Blot Analysen durchgeführt. Hierfür wurden in SDS-Polyacrylamid-Gelen 
aufgetrennte Proteine zunächst mit Hilfe der Xcell SureLockTM Blotting Apparatur auf eine 
PVDF-Membran transferiert. Der Transfer wurde bei einer konstanten Spannung von 30 V für 
ca. 1,5 Stunden durchgeführt. Der Nachweis erfolgte anschließend über die Bindung 
spezifischer Antikörper in einer chromogenen Reaktion. Für die Detektion von 6xHis-Tags 
wurde als Primärantikörper der Penta·His Antikörper aus der Maus von Qiagen verwendet, 
die Detektion des Maltosebindeproteins wurde mit Hilfe des MBP-2 Maus-Antikörpers von 
Lab Vision durchgeführt. Der weitere Nachweis erfolgte nach Angaben des Herstellers mit 
Hilfe des Western Breeze chromogenic Immunodetection Kits von Invitrogen, in dessen 
Umfang ein Anti-Maus-Peroxidase-Antikörperkonjugat enthalten war. 
 
Transferpuffer 
5x SDS-Laufpuffer 200 mL 
Methanol 100 mL 
Milli Q ad 1.000 mL 
 
 
2.4.4 Aufreinigung von Proteinen durch Affinitätschromatographie 
 
Die Aufreinigung von Proteinen erfolgte entweder über ihren 6xHis-Tag mittels IMAC, für 
die eine Nickel-NTA-Matrix verwendet wurde, oder über das Maltosebindeprotein mit Hilfe 
einer Amylose-Matrix. Aufreinigungen wurden ansatzweise oder mittels FPLC durchgeführt. 
 
Ansatzweise Reinigung der Thiolase über IMAC 
0,5-1 mL der in 30 %igem Ethanol bei 4 °C aufbewahrten Ni-NTA-Matrix wurden zunächst 
dreimal mit 5 Vol. Bindepuffer gewaschen und schließlich in diesem Puffer für ca. 1 Stunde 
bei 4 °C im Überkopfschüttler äquilibriert. Anschließend wurde die Matrix mit 2-5 Vol. 
Rohextrakt versetzt und der Ansatz zur Bindung des Proteins für weitere 1,5 Stunden bei 4 °C 
inkubiert. Das Rohextrakt-Matrix-Gemisch wurde in eine 5 mL Säule (Qiagen) gegeben und 
nach einigen Minuten, wenn sich die Matrix abgesetzt hatte, der Durchfluss abgetrennt. Nach 
mehreren Waschschritten wurde das Zielprotein schließlich in maximal 2 Vol. Elutionspuffer 
in mehreren Fraktionen eluiert. Proben aller Fraktionen wurden gesammelt und mittels SDS-
PAGE analysiert. Für eine Reinigung des Enzyms unter denaturierenden Bedingungen wurde 
der Rohextrakt zunächst mit β-Mercaptoethanol (Endkonzentration 40 mM) versetzt und für 
5 Minuten bei 95 °C erhitzt. 
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Puffer für native Reinigungen Puffer für denaturierende Reinigungen 
 
Bindepuffer Bindepuffer 
NaH2PO4 50 mM NaH2PO4 100 mM 
NaCl 300 mM Trisbase 10 mM 
Imidazol 20 mM Harnstoff 7 M 
 pH 8,0  pH 8,0 
 
Waschpuffer Waschpuffer 
NaH2PO4 50 mM NaH2PO4 100 mM 
NaCl 300 mM Trisbase 10 mM 
Imidazol 30 mM Harnstoff 7 M 
 pH 8,0  pH 6,3 
 
Elutionspuffer Elutionspuffer 
NaH2PO4 50 mM NaH2PO4 100 mM 
NaCl 300 mM Trisbase 10 mM 
Imidazol 250 mM Harnstoff 8 M 
 pH 8,0  pH 4,5 
 
Ansatzweise Reinigung des MalE-OrfD Fusionsproteins 
1-2 mL der in 20 %igem Ethanol bei 4 °C gelagerten Amylose-Matrix wurden zunächst 
dreimal mit 5 Vol. Bindepuffer (20 mM Tris/HCl, 25 mM NaCl, pH 9,0) gewaschen und 
anschließend für ca. 1,5 Stunden in o.g. Puffer bei 4 °C im Überkopfschüttler inkubiert. Nach 
der Äquilibrierung wurde die Matrix mit 2-5 Vol. Rohextrakt versetzt und die Ansätze für 
weitere 1,5 Stunden bei 4 °C inkubiert. Das Gemisch wurde schließlich in eine 5 mL Säule 
gegeben und nach Sedimentation der Durchfluss abgetrennt. Danach wurde die Matrix mit 
insgesamt 12 Vol. Bindepuffer gewaschen und das Fusionsprotein schließlich in mehreren 
Schritten mit ca. 2 Vol. Elutionspuffer (20 mM Tris/HCl, 25 mM NaCl, 10 mM Maltose, pH 
9,0) eluiert. Proben der gesammelten Fraktionen wurden für eine SDS-PAGE aufbewahrt. 
 
Reinigung des MalE-OrfD Fusionsproteins über FPLC 
Aufreinigungen im größeren Maßstab wurden mittels FPLC durchgeführt, wobei ebenfalls die 
o.g. Puffer eingesetzt wurden. Die Matrix (ca. 15 mL) wurde zunächst mit 5 Vol. Binde- bzw. 
Waschpuffer äquilibriert, nach der Beladung mit Rohextrakt mit 12 Vol. gewaschen und das 
Protein schließlich mit 1 Säulenvolumen in o.g. Elutionspuffer von der Säule eluiert. Der 
Fluss betrug konstant 1 mL·min-1 bei einem Säulendurchmesser von 1,6 cm. Die Detektion 
des eluierenden Proteins erfolgte über einen UV-Detektor. 
Material und Methoden   
38 
2.4.5 Gelfiltration 
 
Die Bestimmung des Molekulargewichts nativer Proteine wurde mit Hilfe einer Sephacryl 
HR-300 Matrix (Sigma) durchgeführt. Die verwendete Säule hatte eine Länge von ca.102 cm 
und einen Durchmesser von 1,6 cm. Zunächst wurde das Ausschlussvolumen der gepackten 
Matrix mit Hilfe von Blue Dextran bestimmt und anschließend eine Kalibrierung mit 
insgesamt vier verschiedenen Proteinen (Carboanhydrase aus Erythrocyten, Rinderserum-
albumin, Alkoholdehydrogenase aus S. cerevisiae und Apoferritin aus der Pferdemilz 
(Sigma)) durchgeführt. Sie wurden einzeln auf die Säule gegeben und mit einer konstanten 
Flussrate von 0,5 mL·min-1 wieder von der Säule eluiert. Die Elution der Proteine wurde 
mittels eines UV-Detektors verfolgt und das Retentionsvolumen bestimmt. Das determinierte 
Retentionsvolumen und der Logarithmus des jeweiligen Molekulargewichts wurden zuein-
ander in Beziehung gesetzt und auf diese Weise auch die Molekulargewichte der Zielproteine 
berechnet. 
 
2.4.6 Isoelektrische Fokussierung 
 
Isoelektrische Fokussierungen wurden in einer horizontalen Gelelktrophorese mit kommer-
ziellen nativen Polyacrylamid-Gelen (ServalytTM PrecotesTM Wider Range pH 3-10) der 
Firma Serva (Heidelberg) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Proteinproben 
(~2,5 mg·mL-1) und Markerproteine (IEF Markers 3-10, Serva Liquid Mix) wurden entweder 
auf Applikationsstreifen aus Filterpapier oder direkt auf das Gel gegeben. Die Auftrennung 
erfolgte für 3,5 Stunden bei einer Spannung von 2.000 V. 
 
 
2.5 Analytische Methoden 
 
2.5.1 Detektion und Quantifizierung von Gasen 
 
Die Quantifizierung des in den Fermentationen gebildeten Gasgemisches erfolgte weitgehend 
über Trommelgaszähler der Firma Ritter (Bochum), die Bestimmung des Wasserstoffgehalts 
im Abgas mit Hilfe des Wasserstoffsensors BCP-H2 der Firma BlueSens (Herten). Die Geräte 
waren über das System BACCom (BlueSens) mit einem PC, verbunden, so dass die Aufzeich-
nung der Gasbildung und seiner Zusammensetzung online mit Hilfe der Software BACVis 
(BlueSens) erfolgen konnte. 
 
Die Quantifizierung von Abgasen in Fermentationen, die für Stabilitätsuntersuchungen der 
erstellten Immobilisate durchgeführt wurden, wurde über eine Wasserverdrängungsmethode 
durchgeführt. Das produzierte Gasgemisch wurde in eine druckdichte, mit Wasser gefüllte 
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Schottflasche geleitet, wodurch das Wasser über einen weiteren Schlauch in ein leeres Gefäß 
geleitet wurde, das auf einer Waage positioniert war. Die Waage war mit einem PC ver-
bunden, so dass in regelmäßigen Abständen das Gewicht des verdrängten Wassers über das 
Programm Flexpro (Version 2, Weisang AG, St. Ingelberg) bestimmt werden konnte. 
 
 
2.5.2 Detektion von Zuckern 
 
Die Quantifizierung der im Fermentationsmedium enthaltenen Zucker erfolgte mittels der 
HPLC DX 500 der Firma Dionex (Sunnyvale, USA) über eine Carbopac PA-1 Anionenaus-
tauscher-Säule (Säulentemperatur 30 °C) und einem PAD-ED 40 Detektor. Als Laufmittel 
dienten NaOH und Natriumacetat, die in einem Konzentrationsgradienten bei einer Flussrate 
von 1 mL·min-1 eingesetzt wurden. In den ersten 5 Minuten lag die NaOH Konzentration bei 
50 mM. Anschließend wurde sie bis zur 12. Minute kontinuierlich bis auf 180 mM erhöht, 
während die Natriumacetat-Konzentration in dieser Phase bis auf 50 mM anstieg. Von Minute 
12-17 wurde wieder konstant NaOH in einer Konzentration von 50 mM verwendet. Die 
Proben wurden je nach erwartetem Zuckergehalt 1:50 bis 1:2.000 in deionisiertem Wasser 
verdünnt 
 
 
2.5.3 Detektion organischer Säuren und Lösungsmittel 
 
Die Quantifizierung und Detektion von organischen Säuren und Lösungsmitteln erfolgte ent-
weder gaschromatographisch oder mittels HPLC. Zur gaschromatographischen Säurebestim-
mung wurden die Proben in einer Verdünnung von 1:4 bis 1:10 eingesetzt und für die Analyse 
mit 1/10 Vol. 20 % Ameisensäure versetzt. Als Interner Standard diente 2-Pentanol, das in 
einer Endkonzentration von 1 mL·L-1 eingesetzt wurde. Für die Kalibrierungen wurden die 
organischen Säuren und Lösungsmittel in einem Ansatz in Konzentrationen zwischen 1 und 
15 mM eingesetzt, der ebenfalls Ameisensäure in einer Konzentration von 2 % enthielt. Die 
Auftrennung erfolgte über eine 0,25-TS-FFAP-CB-Säule unter Verwendung von Stickstoff 
(50 mL·min-1) als Trägergas, wobei die Injektortemperatur 220 °C betrug. Die Detektion 
erfolgte über einen FI-Detektor bei einer Temperatur von 200 °C. Die Ofentemperatur wurde 
zunächst für 2 Minuten bei 50 °C gehalten und anschließend mit 30 °C pro Minute auf 200 °C 
erhöht, die abschließend für weitere 3 Minuten konstant gehalten wurde. Zur Detektion 
mittels HPLC wurde die Säule Organic Acid Resin (Chromatography Services) bei einer 
Temperatur von 30 °C verwendet. Als Laufmittel diente 2 mM Schwefelsäure mit einer 
Flussrate von 0,6 mL·min-1. Die Detektion der Säuren erfolgte mit einem UV-Detektor bei 
einer Wellenlänge von 210 nm. Zur Kalibrierung wurden die organischen Säuren in einer 
Konzentration zwischen 0,01 und 1 g·L-1 in 2 mM Schwefelsäure eingesetzt und die 
Fermentationsproben 1:10 mit 2 mM Schwefelsäure verdünnt. 
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2.5.4 Bestimmung von Enzymaktivitäten 
 
Hydrogenasen 
Die Aktivität von [FeFe]-Hydrogenasen wurde photometrisch durch Reduktion von Methyl-
viologen bestimmt. Die Reaktion wurde in einer luftdicht verschließbaren Küvette in sauer-
stofffreiem 100 mM Tris/HCl Puffer pH 8,0 mit einer Methylviologenkonzentration von 
1 mM in einem Gesamtvolumen von 1 mL durchgeführt. Die Küvette wurde in der Anaero-
bierbank mit dem Reaktionspuffer befüllt und dieser anschließend durch zehnminütige 
Begasung mit Wasserstoff gesättigt. Die Reaktion wurde durch Applikation von 2-10 µL 
Rohextrakt aus E. coli oder Clostridien mit einer Spritze gestartet. Die Reduktion des Methyl-
viologens bei 25 °C wurde durch Messung der Extinktionszunahme bei einer Wellenlänge 
von 604 nm verfolgt. Die Berechnung der Aktivitäten wurde nach dem Lambert-Beer’schen 
Gesetz (I) durchgeführt. 1 U entsprach dabei der Reduktion von 1 µmol Methylviologen pro 
Minute. Für die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurde das Methylviologen 
(Konzentrationen: 20-500 µM) durch Zugabe von Natriumdithionit (Endkonzentration 
2,3 mM) vollständig reduziert und jeweils die Extinktion bei einer Wellenlänge von 604 nm 
bestimmt. 
 
β-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (BHBD) 
Die Aktivität der BHBD aus C. butyricum DSM 10702 wurde photometrisch über die NADH-
abhängige Reduktion von Acetoacetyl-CoA bestimmt. Die Reaktion wurde in 100 mM 
Tris/HCl pH 8,0 mit 10 mM MgSO4 und 1 mM Dithiothreitol durchgeführt, der Acetoacetyl-
CoA und NADH in Konzentrationen von 100 bzw. 200 µM enthielt. Der Puffer wurde auf 
30 °C vorgewärmt und Acetoacetyl-CoA bzw. NADH in Volumina bis 5 µL hinzugegeben, 
wobei die Ansätze ein Gesamtvolumen von 250 µL hatten. Die Reaktion wurde schließlich 
durch Zugabe von 1 µL geeignet verdünnten Rohextrakts gestartet und die Extinktions-
abnahme bei 340 nm verfolgt. Die Berechnung der enzymatischen Aktivitäten erfolgte nach 
dem Lambert-Beer’schen Gesetz (I), wobei 1 U der Enzymmenge entsprach, die die 
Oxidation von 1 µmol NADH pro Minute katalysierte. 
 
Thiolasen 
Thiolase-Aktivitäten wurden durch photometrische Messung der Thiolyse von Acetoacetyl-
CoA sowie der Kondensation von Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA bestimmt. Der Reaktions-
puffer für die Thiolyse enthielt 100 mM Tris/HCl pH 8,0; 10 mM MgSO4 und 1 mM Dithio-
threitol. Der Puffer wurde auf 30 °C erwärmt und mit Acetoacetyl-CoA und Coenzym A in 
variablen Konzentrationen versetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von geeignet verdünn-
ten Rohextrakts oder aufgereinigten Enzyms gestartet und die Extinktionsabnahme bei 
303 nm verfolgt. Das Volumen der Ansätze betrug 150-250 µL. Zusätzlich wurde die sponta-
ne Hydrolyserate des Acetoacetyl-CoA in Ansätzen bestimmt, die kein Coenzym A enthiel-
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ten, und bei der Berechnung der Enzymaktivitäten berücksichtigt [WIESENBORN ET AL., 1988]. 
Da die Hydrolyse eines Acetoacetyl-CoA Moleküls ein Molekül Coenzym A freisetzt, 
welches durch das im Ansatz enthaltene Enzym für den Umsatz eines weiteren Acetoacetyl-
CoA Moleküls dient, wurde bei der Berechnung der spontanen Hydrolyse die gemessene Rate 
durch zwei geteilt [WIESENBORN ET AL., 1988]. Die Aktivitätsberechnungen wurden nach 
Lambert-Beer (I) durchgeführt. Die Spaltung von 1 µmol Acetoacetyl-CoA pro Minute 
entsprach dabei einer Enzymaktivität von 1 U. Für die Bestimmung des Km-Wertes für 
Acetoacetyl-CoA wurde Coenzym A in einer Konzentration von 200 µM eingesetzt und die 
Konzentration von Acetoacetyl-CoA zwischen 10 und 500 µM variiert. Ansätze zur 
Bestimmung des Km-Wertes von Coenzym A enthielten Acetoacetyl-CoA in einer 
Konzentration von 100 µM, während die Coenzym A Konzentration zwischen 2 und 50 µM 
lag. Die Bestimmung der Km-Werte erfolgte nach Michaelis-Menten (II). 
 
Die Kondensationsreaktion wurde mit Hilfe eines gekoppelten Enzymtests verfolgt, in dem 
das durch Thiolase gebildete Acetoacetyl-CoA durch im Reaktionsansatz im Überschuss 
vorliegende BHBD mittels NADH zu β-Hydroxybutyryl-CoA reduziert wird. Da die 
Geschwindigkeit der Gesamtreaktion von der Aktivität der eingesetzten Thiolase abhängig ist, 
wurde sie über die Extinktionsabnahme bei 340 nm in Folge der NADH-Oxidation bestimmt. 
Die Reaktion wurde in 100 mM Tris/HCl pH 7,5 mit 1 mM Dithiothreitol bei einer 
Temperatur von 30 °C durchgeführt. Die NADH-Konzentration in den Ansätzen betrug 
200 µM und die Standardkonzentration von Acetyl-CoA 1 mM. Zur Bestimmung des Km-
Wertes für Acetyl-CoA wurden Konzentrationen zwischen 0,1 und 3 mM eingesetzt. Alle 
Reaktionsansätze hatten ein Gesamtvolumen von 150-250 µL und enthielten 2 U BHBD. Die 
Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 µL geeignet verdünnter, aufgereinigter Thiolase 
gestartet. Zur Bestimmung der Inhibierung des Enzyms durch Coenzym A wurden die 
Ansätze zusätzlich mit Coenzym A in variablen Konzentrationen versetzt. Alle Aktivitäts-
berechnungen wurden nach Lambert-Beer (I) durchgeführt. Im Fall der Kondensation 
entsprach 1 U Enzymaktivität der Oxidation von 1 µmol NADH pro Minute. Für die Km-
Wert Bestimmung wurde die Michaelis-Menten-Gleichung (II) herangezogen. 
 
Aktivitäts- und Km-Wert Berechnungen 
Die Berechnung der Enzymaktivitäten erfolgte nach Lambert-Beer: 
 
∆c: Konzentrationsdifferenz 
∆E: Extinktionsdifferenz 
ε: molarer Extinktionskoeffizient 
d: Schichtdicker der Küvette 
∆c = 
∆E 
ε · d 
(I) 
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Zur Berechnung der spezifischen Aktivität wurde die bestimmte Aktivität auf die eingesetzte 
Proteinkonzentration bezogen. 
Die Anpassungen nach Michaelis-Menten erfolgten nach folgender Formel: 
 
v: Reaktionsgeschwindigkeit 
vmax: maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
[S]: Substratkonzentration 
Km: Michaelis-Konstante 
 
 
2.5.5 Stabilitätsbestimmung von Immobilisaten 
 
Für die Stabilitätsmessung der Immobilisate wurde ihre Bruchfestigkeit ermittelt. Hierfür 
wurde das Immobilisat durch einen Stempel mit konstanter Geschwindigkeit gegen eine 
Waage gedrückt, die mit einem PC verbunden war und die aufgewandte Kraft mit Hilfe des 
Programms Flexpro (Version 2, Weisang AG, St. Ingbert) aufgezeichnet. Anhand des Signals 
konnte der Bruchpunkt der Immobilisate registriert und die kritische Kompressionskraft zu 
diesem Zeitpunkt ermittelt werden. 
 
 
2.6 Immobilisierungen 
 
Alginat-Sol-Gel Immobilisate 
Die Immobilisierung wurde mit Sporen von C. butyricum DSM 10702 durchgeführt, wobei 
sie zunächst in Alginat eingehüllt wurden. Hierfür wurden 30 mL 3 %iges Natrium-Alginat 
und 160 mL einer 2 %igen CaCl2-Lösung in Schottflaschen angesetzt und getrennt vonein-
ander für 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Anschließend wurde die Alginat-Lösung mit 
10 mL einer Sporensuspension von C. butyricum versetzt und die Suspension durch Rühren 
homogen vermischt. Die beiden Schottflaschen wurden in der Sterilbank über sterile 
Schläuche (Innendurchmesser 2 mm) miteinander verbunden und schließlich die in der 
Alginat-Lösung suspendierten Sporen über eine Schlauchpumpe durch eine unterhalb des 
Deckels montierte Kanüle (Innendurchmesser 0,8 mm) unter Rühren in die CaCl2-Lösung 
getropft. Zum Aushärten wurden die Kugeln für etwa weitere 30 Minuten gerührt. Die auf 
diese Weise erstellten Immobilisate wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung in einer 
0,5 %igen CaCl2-Lösung bei 4 °C gelagert. Für die Einhüllung der Alginat-Immobilisate in 
eine zusätzliche Sol-Gel-Matrix wurden sie für wenige Minuten in der Sterilbank an der Luft 
getrocknet und anschließend in ein Greiner-Röhrchen überführt, wo sie mit 1,6 mL n-Hexan 
v = 
vmax · [S] 
Km · [S] 
(II) 
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und 0,4 mL Tetramethoxysilan (TMOS) überschichtet wurden. Die Ansätze wurden über 
Nacht bei 4 °C im Überkopfschüttler inkubiert. Nach Abtrennung wurden die Kugeln für 
20 Minuten getrocknet, mit sterilem Wasser gewaschen und bis zu ihrer Verwendung in 
sterilem Wasser bei 4 °C gelagert. 
 
Immobilisierung in PVA 
2,5 g Polyvinylalkohol (PVA 10-98) und 2,5 g Polyethylenglykol (PEG-400) wurden in 
21 mL Milli Q Wasser bei 90 °C unter Rühren gelöst und nach Abkühlen 1,5 mL einer 
50 mg·mL-1 NaOH-Lösung durch langsames Eintropfen hinzugefügt. Der pH-Wert der 
Lösung wurde anschließend mit HCl auf 6,5 gestellt und die PVA-Lösung dann für 20 Minu-
ten bei 121 °C autoklaviert. Anschließend wurde die abgekühlte Lösung mit 1/10 Vol. 
Sporensuspension versetzt und die homogene Suspension über eine Kanüle in -70 °C kaltes 
Siliconöl getropft. Zur Aushärtung wurden die Immobilisate über Nacht im Kühlschrank 
gelagert. 
 
Immobilisierung in Cellulosetriacetat 
Das Cellulosetriacetat wurde in einer Kaffeemühle gemahlen und grobe Bestandteile über ein 
Sieb mit einer Maschenweite von 0,8 mm abgetrennt. 1,2 g des feinen Pulvers aus Cellu-
losetriacetat wurden in 20 mL Dichlormethan unter Rühren in einem Erlenmeyerkolben mit 
Schliff bei 4 °C gelöst und Verunreinigungen durch Filtration der Lösung über einen 
Stahlfilter (Maschenweite 100 µm) entfernt.. Die Lösung wurde mit Kongorot angefärbt, um 
bei der späteren Verspinnung den entstehenden Faden besser sichtbar zu machen. In der 
Spinnapparatur wurden dann 2 mL Sporensuspension in der Cellulosetriacetat-Lösung 
emulgiert und schließlich mit 0,5-1 bar Stickstoff durch eine Düse mit einem Durchmesser 
von 100 µm in ein Toluolbad gedrückt. Das in Faserform präzipitierende Immobilisat wurde 
mit einer Fangrolle aufgewickelt und die Fasern zum Trocknen in einem geschlossenen 
Behältnis aufbewahrt. 
 
Immobilisierung in Polyacrylamid 
7,5 mL 200 mM Phosphatpuffer pH 6,0 (Na2HPO4, KH2PO4) wurden mit jeweils 3,75 mL 
deionisiertem Wasser bzw. Sporensuspension gemischt und anschließend 5 mL Acryl-
amid/Bis-Mix (19:1) versetzt. Die Suspension wurde gut gemischt und schließlich 200 µL 
TEMED und 400 µL einer 10 %igen APS-Lösung hinzugegeben und gut gemischt. Die noch 
flüssige Matrix wurde in eine Petrischale gegossen und sofort mit 1-Oktanol überschichtet. 
Nach dem Aushärten wurde das Lösungsmittel entfernt und mit einem sterilen Korkbohrer 
Scheiben mit einem Durchmesser von 4 mm ausgestanzt. Die Immobilisate wurden bei 4 °C 
in sterilem deionisiertem Wasser gelagert. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 
 
3.1 Identifikation von Genen zentraler Enzyme von C. butyricum 
 
Ausgangspunkt für die vorliegende Arbeit waren die bisherigen Untersuchungen zur fermen-
tativen Wasserstoffproduktion mittels Clostridien am Lehrstuhl für Biotechnologie der 
RWTH Aachen, in denen sich insbesondere C. butyricum DSM 10702 als guter Wasserstoff-
produzent erwies [ISMAR, 2005]. Die Produktion von Wasserstoff ist ein zentraler Bestandteil 
des Katabolismus vieler Clostridien, da diese den Organismen ermöglicht, sich überschüssiger 
Elektronen zu entledigen [NANDI UND SENGUPTA, 1998]. Auf diese Weise können stärker 
oxidierte Produkte wie z.B. Essigsäure gebildet und so durch Substratkettenphosphorylierung 
eine höhere ATP-Ausbeute erzielt werden. An diesem Stoffwechselweg sind einige Enzyme 
beteiligt, die auf Grund ihrer Struktur und katalytischen Eigenschaften besonders sauerstoff-
empfindlich sind und daher ausschließlich in obligat anaeroben Mikroorganismen vorkom-
men. Die genetische Organisation der Enzyme des Metabolismus von C. butyricum 
DSM 10702 war zu Beginn der Arbeiten weitgehend unbekannt, da in den vergangenen 
Jahren vor allem die Genome derjenigen Clostridien vollständig sequenziert wurden, die 
entweder eine Bedeutung als Humanpathogene haben (wie C. tetani, C. difficile und 
C. perfringens) oder aber von denen eine Zukunft in der biotechnologischen Lösungsmittel-
produktion (C. acetobutylicum und C. beijerinckii) erwartet wird. Daher wurden in der 
vorliegenden Arbeit die Sequenzen verschiedener, für die Wasserstoffproduktion essentieller 
oder diese beeinflussende Gene aus C. butyricum DSM 10702 aufgeklärt. Im April 2008 
wurde die vorläufige Sequenz des gesamten Genoms des verwandten Stammes 
C. butyricum 5521 als Shotgun-Sequenzierung von Paulsen und Sebastian vom Craig Venter 
Institut (Rockville, Maryland, USA) veröffentlicht. Alle in dieser Arbeit zuvor identifizierten 
und an die Gendatenbank GenBank übermittelten Sequenzen stimmen mit diesen mindestens 
zu 98 % überein. 
 
Für die Identifizierung und Sequenzierung der Gene wurde anhand homologer DNA-
Sequenzen unter Verwendung des Universal GenomeWalkerTM Kits ein primerbasierter 
Genome Walk durchgeführt. Das Prinzip der angewandten Methode beruht auf der Erstellung 
sogenannter GenomeWalkerTM DNA-Bibliotheken (DB), die mittels verschiedener Restrik-
tionsendonukleasen und anschließender Ligation eines spezifischen Adapters erstellt werden. 
Die Bibliotheken dienen als Grundlage für PCR-Reaktionen, bei denen mittels adapter- und 
zielgenspezifischer Primer DNA-Fragmente generiert werden, die Abschnitte des gesuchten 
Gens enthalten. Nach Sequenzierung der erhaltenen DNA-Fragmente können neue Primer 
erstellt und für die Amplifikation überlappender Fragmente aus den übrigen DNA-Biblio-
theken eingesetzt werden. Für die Herstellung der Bibliotheken wurde die genomische DNA 
aus C. butyricum DSM 10702 präpariert und anschließend mit verschiedenen Restriktions-
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endonukleasen behandelt, die glatte DNA-Enden erzeugen. Aufgrund des niedrigen G+C-
Gehalts der DNA saccharolytischer Clostridien, wurden jedoch nicht alle im Kit enthaltenen 
Enzyme (DraI, EcoRV, PvuII, und StuI) eingesetzt, da sonst eventuell unbrauchbare DNA-
Bibliotheken generiert worden wären. Als Grundlage für die Auswahl geeigneter Restriktions-
enzyme diente die vollständig vorliegende DNA-Sequenz von C. acetobutylicum ATCC 824. 
Dieser Organismus ist nach phylogenetischen Analysen relativ nah mit C  butyricum 
verwandt [COLLINS ET AL., 1994], so dass auf Grund der prozentualen DNA-Zusammen-
setzung eine gewisse Ähnlichkeit in der Häufigkeit von Restriktionsstellen spezifischer 
Endonukleasen angenommen werden kann. Tab. 3-1 zeigt die Ergebnisse der durchgeführten 
computerbasierten Restriktionsanalyse des Genoms von C. acetobutylicum ATCC 824. Sie 
zeigt, dass die im Umfang des Universal GenomeWalkerTM Kits enthaltenen Restriktions-
enzyme DraI und StuI für die Erstellung der DNA-Bibliotheken aus C. butyricum mit großer 
Wahrscheinlichkeit ungeeignet sind. Bei Fragmentgrößen von durchschnittlich 460 bp, wie 
sie die Endonuklease DraI erzeugt, wäre es sehr wahrscheinlich, dass die gesuchten Gene auf 
vielen verschiedenen DNA-Fragmenten liegen und so das Verfahren eine sehr große Zahl an 
Einzelschritten erfordert. Eine Restriktion mit StuI hingegen führte vermutlich zu sehr großen 
DNA-Abschnitten, bei denen je nach Lage des Gens sehr große Fragmente amplifiziert 
werden müssten. Da jedoch die Größe der DNA-Fragmente, die durch die eingesetzten DNA-
Polymerasen amplifiziert werden können, beschränkt ist, wurde auch StuI für die Erstellung 
der DNA-Bibliotheken ausgeschlossen. Um trotzdem eine ausreichende Anzahl an 
Bibliotheken zur Verfügung zu haben, wurde neben EcoRV und PvuII auch das Restriktions-
enzym HincII (Tab. 3-1) eingesetzt. An die Restriktionsfragmente wurde der im Kit 
enthaltene spezifische Adapter ligiert. Die erstellten DNA-Bibliotheken wurden DB1 
(HincII), DB2 (PvuII) und DB3 (EcoRV) genannt. 
 
Tab. 3-1: Restriktionsanalyse des Genoms von C. acetobutylicum DSM 792 für ausgewählte Restriktions-
enzyme mit Hilfe der Software Vector NTI 10.3.0. 
Restriktionsenzym Erkennungssequenz Häufigkeit im Genom von C. acetobutylicum ATCC 8244 
Durchschnittliche Fragment-
größe nach Restriktion 
DraI 5‘-TTTAAA-3’ 8.938 ~ 460 bp 
EcoRV 5’-GATATC-3’ 913 ~ 4.530 bp 
PvuII 5‘-CAGCTG-3‘ 926 ~4.460 bp 
StuI 5‘-AGGCCT-3‘ 236 ~ 17.500 bp 
HincII 5‘-GTYRAC-3‘ 1.381 ~2.290 bp 
 
 
Die DNA-Bibliotheken wurden als Templat-DNA in PCR-Reaktionen verwendet, bei denen 
jeweils der adapterspezifische Primer AP1 sowie ein genspezifischer Primer eingesetzt 
wurden. Die biochemischen Eigenschaften des Adapters ermöglichen nur dann eine Amplifi-
kation, wenn der genspezifische Primer mit der Zielsequenz hybridisiert, so dass die 
Generierung von PCR-Produkten zwischen zwei adapterspezifischen Primern verhindert wird. 
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Das Design der genspezifischen Primer erfolgte anhand bekannter DNA-Sequenzen 
homologer Gene, wobei möglichst konservierte DNA-Bereiche ausgewählt wurden, um die 
Primer so wenig degeneriert wie möglich zu halten. Auf diese Weise wurden DNA-Bereiche 
strangaufwärts und -abwärts der konservierten Region amplifiziert. In einigen Fällen wurde 
zur Erhöhung der Sensitivität eine sogenannte nested PCR mit den erhaltenen PCR-Produkten 
durchgeführt. Die aufgereinigten Fragmente wurden entweder direkt oder nach Ligation 
mittels TA-Klonierung in den Vektor pGEM®-T Easy sequenziert. Ausgehend von den 
erhaltenen DNA-Sequenzen wurde ein erneutes Primer-Design durchgeführt und durch die 
folgenden PCR-Reaktionen schrittweise die Sequenzen verschiedener Gene von Enzymen des 
Primärstoffwechsels von C. butyricum DSM 10702 sowie benachbarter Regionen aufgeklärt. 
 
 
3.1.1 [FeFe]-Hydrogenase (HydA) 
 
Hydrogenasen katalysieren die Reduktion von Protonen unter Freisetzung molekularen 
Wasserstoffs bzw. deren Umkehrreaktion, die Spaltung von Wasserstoff, wobei die freigesetz-
ten Elektronen auf spezifische Reduktionsäquivalente übertragen werden [VIGNAIS ET AL., 
2007]. Obwohl die meisten bekannten Hydrogenasen in der Lage sind, die Reaktion in vitro in 
beide Richtungen zu katalysieren, wird in vivo je nach Organismus nur eine Richtung bevor-
zugt [VIGNAIS ET AL., 2001]. Generell werden Hydrogenasen auf der Grundlage ihres Metall-
gehalts in drei Klassen unterteilt: [NiFe]-Hydrogenasen, [FeFe]-Hydrogenasen und metall-
freie Hydrogenasen, wobei letztere auf die Klasse der Archaea beschränkt sind. [NiFe]-
Hydrogenasen katalysieren zumeist die Oxidation von Wasserstoff, während [FeFe]-Hydro-
genasen gewöhnlich in Organismen zu finden sind, die Wasserstoff freisetzen [BENNETT ET 
AL., 2000; ADAMS UND STIEFEL, 1998]. 
 
Die Hydrogenase von C. butyricum gehört wie alle clostridialen Hydrogenasen zur Klasse der 
[FeFe]-Hydrogenasen, die als natürlichen Elektronendonor reduziertes Ferredoxin verwenden 
(EC 1.12.7.2). Als Ausgangspunkt für die Aufklärung der für das Enzym codierenden DNA-
Sequenz dienten die Gene verwandter Clostridien (C. acetobutylicum, C. pasteurianum und 
C. saccharobutylicum), deren Hydrogenasen jeweils aus lediglich einer Polypeptidkette 
bestehen. In mehreren PCR-Reaktionen, strangaufwärts und -abwärts ausgehend von der 
gewählten konservierten Region, wurden mit Hilfe der DNA-Bibliotheken DB1 und DB3 
DNA-Fragmente generiert, deren Sequenzierung neben dem offenen Leserahmen auch eine 
mögliche Ribosomenbindestelle (RBS) unmittelbar vor der codierenden Region ergab (Abb. 
3-1). Strangaufwärts des hydA-Gens konnte außerdem das Ende des offenen Leserahmens 
eines regulatorischen Proteins aus der TetR-Familie identifiziert werden. 
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Abb. 3-1: Analysierter DNA-Abschnitt bei der Aufklärung der Nukleotidsequenz des 
[FeFe]-Hydrogenase-Gens (hydA) von C. butyricum DSM 10702. Neben den Schnitt-
stellen für die bei der Erstellung der DNA-Bibliotheken (DB1 und DB3) eingesetzten 
Restriktionsenzyme sind auch die Positionen der verwendeten Primer dargestellt (RBS: 
mögliche Ribosomenbindestelle). 
 
 
Das Hydrogenase-Gen hydA von C. butyricum DSM 10702 besteht aus 1.722 bp und codiert 
für ein Polypeptid aus 574 Aminosäuren mit einem rechnerisch ermittelten Molekulargewicht 
von etwa 63,1 kDa. Die DNA-Sequenz wurde unter der Nummer EF627973 in der Gendaten-
bank GenBank1 abgelegt. Vergleichende Analysen der abgeleiteten Aminosäuresequenz mit 
Gendatenbanken zeigten auffällige Ähnlichkeiten mit den [FeFe]-Hydrogenase-Genen vieler 
anderer Clostridien (Tab. 3-2). Die größte Homologie weist das Enzym mit der [FeFe]-
Hydrogenase von C. saccharobutylicum DSM 13864 mit 80 % identischen Aminosäuren auf. 
Mit 574 Aminosäuren gehört das Enzym zu den kürzeren Polypeptiden, deren Länge generell 
zwischen 572 und 582 Aminosäuren liegt. Alignments ergaben, dass alle längeren Peptid-
ketten von [FeFe]-Hydrogenasen die zusätzlichen Aminosäuren am C-terminalen Ende auf-
weisen. 
 
Tab 3-2: Vergleich der Aminosäuresequenz der [FeFe]-Hydrogenase aus C. butyricum DSM 10702 mit 
Hydrogenasen aus verschiedenen Clostridien. 
Organismus As Homologie [%] 
As mit gleichen 
Eigenschaften [%] 
UniProtKB2 
Datenbank-Nr. 
C. saccharobutylicum DSM 13864 574 80 88 Q59261 
C. paraputrificum M 21 582 74 86 Q6F4C7 
C. kluyveri DSM 555 580 67 81 A5MZH3 
C. pasteurianum DSM 525 574 67 82 P29166 
C. perfringens ATCC 13124 572 68 82 Q0TMV5 
C. acetobutylicum DSM 792 582 67 80 Q59262 
C. novyi NT 579 56 71 A0Q130 
C. cellulolyticum H 10 574 48 64 A0UVM4 
C. thermocellum DSM 1237 582 47 63 A3DCA1 
                                                 
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank (Stand: August 2008) 
2 http://www.uniprot.org   (Stand: August 2008) 
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Obwohl in den vergangen Jahren viel über den katalytischen Mechanismus sowie die Reifung 
clostridialer [FeFe]-Hydrogenasen erforscht wurde, liegt bisher lediglich die dreidimensionale 
Struktur des Enzyms aus C. pasteurianum vor. [PETERS ET AL., 1998; PETERS , 1999; PANDEY 
ET AL., 2008]. Die katalytisch aktive Region enthält den sogenannten H-Cluster, in dem ein 
[4Fe4S]-Zentrum über ein Schwefelatom eines proteinogenen Cysteinrests mit einem unge-
wöhnlichen [2Fe]-Zentrum verbunden ist. In diesem sind die beiden Eisenatome über zwei 
Schwefelatome miteinander verknüpft und zusätzlich mit mehreren Carbonyl- und Cyanid-
Liganden verbunden [PETERS ET AL., 1998]. Die Schwefelatome sind wiederum durch eine 
Dithiolatbrücke miteinander verbunden, deren zentrales γ-Atom bisher nicht eindeutig iden-
tifiziert werden konnte [PANDEY ET AL., 2008]. Abb. 3-2 zeigt eine Gegenüberstellung der 
Aminosäuresequenzen der [FeFe]-Hydrogenasen aus C. butyricum DSM 10702 und 
C. pasteurianum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-2: Aminosäuresequenzvergleich der [FeFe]-Hydrogenasen von C. butyricum DSM 
10702 (HydACb) und C. pasteurianum (HydACp). Rot: identische Aminosäure, Grün: Amino-
säuren mit gleichen Eigenschaften; Aminosäurereste, die Eisen-Schwefel-Zentren der F-Cluster 
(FC) koordinieren sind mit Dreiecken, solche, die an der Koordinierung des H-Clusters (HC) 
beteiligt sind, mit Kreisen gekennzeichnet. 
 
 
Neben der generellen Ähnlichkeit der Sequenzen fällt die hohe Homologie im Bereich der 
Sequenzbereiche auf, die den H-Cluster koordinieren, sowie die Tatsache, dass sämtliche 
Cysteinreste, die über die Bildung von Eisen-Schwefel-Zentren maßgeblich zur katalytischen 
Aktivität des Enzyms beitragen, konserviert sind. Der H-Cluster wird durch die Cysteinreste 
an den Positionen 300, 355, 499 und 503 der Polypeptidkette koordiniert, wobei letzterer die 
Verknüpfung zwischen den beiden Eisen-Schwefel-Zentren im H-Cluster bildet. Die konser-
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vierten Cysteinreste im N-terminalen Teil des Proteins koordinieren Eisen-Schwefel-Zentren, 
die auch als F-Cluster bezeichnet werden und vermutlich den Elektronentransport zwischen 
den externen Elektronendonoren und dem aktiven Zentrum erleichtern [PETERS, 1999]. Auf 
Grundlage der aneinander ausgerichteten Sequenzen wurde mit Hilfe des SWISS-MODEL-
Webservers [SCHWEDE ET AL., 2003] ein dreidimensionales Modell der Hydrogenase aus 
C. butyricum DSM 10702 erstellt, welches in Abb. 3-3 dargestellt ist. 
 
Abb. 3-3: Homologie-Modell der [FeFe]-Hydrogenase aus C. butyricum DSM 10702. 
Der für die katalytische Funktion notwendige H-Cluster wird durch die Cysteine der 
Positionen 300, 355, 499 und 503 koordiniert. Schwefelatome des Clusters sind gelb, 
Sauerstoffatome rot und Stichstoffatome blau gezeichnet. 
 
 
Auf Grund der großen Homologien zwischen den beiden Aminosäuresequenzen ist insbeson-
dere im Bereich des H-Clusters davon auszugehen, dass das Modell der tatsächlichen Konfor-
mation sehr nah kommt. Die Sequenzunterschiede im N-terminalen Abschnitt und Qualitäts-
analysen mittels ANOLEA [MELO UND FEYTMANS, 1998], die durch das Programm zusätzlich 
Cys 503 
Cys 499 
Cys 355 
Cys 300 
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zum berechneten Modell berechnet werden, deuten allerdings darauf hin, dass die tatsächliche 
Proteinstruktur in diesem Bereich möglicherweise vom Modell geringfügig abweicht. 
 
 
3.1.2 Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (PFO) 
 
Die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat wird im clostridialen Stoffwechsel durch eine 
Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (EC 1.2.7.1) katalysiert, wobei oxidiertes Ferredoxin als 
Elektronenakzeptor fungiert. Das reduzierte Ferredoxin dient insbesondere der [FeFe]-Hydro-
genase als Substrat, so dass Elektronen in Form molekularen Wasserstoffs aus der Zelle ent-
fernt werden können [DEMUEZ ET AL., 2007]. Das Gen für die Pyruvat-Ferredoxin-Oxido-
reduktase aus C. butyricum DSM 10702 wurde mittels Genome Walk in vielen Einzelschrit-
ten identifiziert und sequenziert. Abb. 3-4 zeigt eine Genkarte des analysierten DNA-
Abschnitts. Aus ihr geht hervor, dass alle drei DNA-Bibliotheken (DB1-3) bei der Sequenz-
aufklärung zum Einsatz kamen. Das gefundene Gen besteht aus 3.507 bp und codiert für ein 
Protein aus 1.169 Aminosäuren mit einem berechneten Molekulargewicht von ca. 127,1 kDa. 
 
 
Abb. 3-4: Analysierter DNA-Abschnitt, der für die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase in C. butyricum 
DSM 10702 codiert. Neben den Bindestellen der verwendeten Oligonukleotid-Primer sind die relevanten 
Restriktionsstellen eingezeichnet. 
 
 
Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen einiger clostridialer Pyruvat-Ferredoxin-Oxido-
reduktasen mit der gefundenen Sequenz aus C. butyricum DSM 10702 offenbart hohe Homo-
logien der Enzyme (Tab. 3-3). Die mit Abstand größte Ähnlichkeit weist die C. butyricum 
PFO mit der PFO aus C. beijerinckii NCIMB 8052 auf. Die gefundene Sequenz wurde unter 
der Nummer EU043228 in der Gendatenbank GenBank abgelegt. Alle Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktasen enthalten Thiamindiphosphat und mehrere [4Fe4S]-Zentren. [BOCK ET AL., 
1997]. Die z.T. exponierte Lage dieser Eisen-Schwefel-Zentren führt durch ihre Oxidation zur 
raschen Inaktivierung des Enzyms bei Kontakt mit Sauerstoff [MEINECKE ET AL., 1989; 
IMLAY, 2006]. Neben vielen Bakterien enthalten auch Organismen der Archaea und einiger 
Eukaryonten Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktasen, wobei sich der Gehalt an Eisen-Schwefel-
pfo (3.507 bp) 
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Zentren je nach Organismus unterscheidet [BOCK ET AL., 1999]. Das aktive Enzym aus 
C. pasteurianum ist ein Homodimer [MOULIS ET AL., 1996], so dass auf Grund der Se-
quenzhomologien davon ausgegangen werden kann, dass auch das klonierte Enzym aus 
C. butyricum in nativer Form als Homodimer vorliegt. 
 
Tab. 3-3:Vergleich der Aminosäuresequenz der PFO aus C. butyricum DSM 10702 mit weiteren clostridialen 
PFO. 
Stamm As Homologie [%] 
As mit gleichen 
Eigenschaften [%] 
UniProtKB 
Datenbank-Nr. 
C. beijerinckii NCIMB 8052 1.169 86 92 A6M1E6 
C. perfringens ATCC 13124 1.171 77 87 Q0TNP9 
C. botulinum ATCC 19397 1.192 71 82 A7FX10 
C. kluyveri DSM 555 1.169 71 83 A5MZ54 
C. pasteurianum DSM 525 1.175 70 82 Q9X716 
C. tetani E88 1.215 70 83 Q893R9 
C. acetobutylicum DSM 792 1.171 70 81 Q97GY6 
C. novyi NT 1.168 69 83 A0PZX5 
C. cellulolyticum H10 1.176 62 78 A0V2L8 
 
 
3.1.3 Ferredoxin (Fdx) 
 
Ferredoxine sind kleine, saure Eisen-Schwefel-Proteine, die ein sehr negatives Redoxpoten-
zial besitzen und im bakteriellen Stoffwechsel als Redoxmediatoren dienen [KUTTY UND 
BENNETT, 2007]. In Clostridien werden sie unter anderem durch die PFO reduziert und 
anschließend durch die [FeFe]-Hydrogenase wieder oxidiert, wobei molekularer Wasserstoff 
gebildet wird [DEMUEZ ET AL., 2007]. In wachsenden Clostridien schwankt der Ferredoxin-
Gehalt der Zellen [RAGSDALE UND LJUNGDAHL, 1984] und kann bis zu 1,1 % des Gesamt-
proteins betragen [MARCZAK ET AL., 1985]. Bei Eisenmangel kann es in vivo wahrscheinlich 
durch Flavodoxin ersetzt werden [FITZGERALD ET AL., 1980]. Das Genom von C. acetobu-
tylicum ATCC 824 enthält fünf mögliche Gene für Ferredoxine, wobei jedoch nur eines den 
Hauptanteil in der Zelle stellt [DEMUEZ ET AL., 2007]. Das entsprechende Gen von 
C. butyricum DSM 10702 wurde mittels Genome Walk in der DNA-Bibliothek DB1 identi-
fiziert. Es hat eine Länge von 168 bp und codiert für ein Protein aus 56 Aminosäuren. Die 
analysierte Region ist in Abb. 3-5 dargestellt. Das fdxA-Gen wird von zwei offenen Leserah-
men flankiert, die für eine mögliche Signalpeptidase (orfA) und eine zinkabhängige Hydrolase 
aus der Familie der Metallo-β-Lactamasen (orfB) codieren. Die gefundene Sequenz weist eine 
mögliche Ribosomenbindestelle 8 Nukleotide vor dem Translationsstart auf und Lage bzw. 
Abstand der benachbarten Gene deuten auf eine monocistronische Organisation hin. 
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fdxA (168 bp) 
orfA 
orfB FDXD1 
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MAFVINDSCVSCGACAGECPVSAITQGDTQFVIDADTCIDCGNCANVCPVGAPVQE 
-AFVINDSCVSCGACAGECPVSAITQGDTQFVIDADTCIDCGNCANVCPVGAPNQE 
C. butyricum DSM 10702 
C. butyricum (1967) 
 
Abb. 3-5: Analysierte DNA-Region bei der Aufklärung der Nukleotidsequenz des 
Ferredoxins aus C. butyricum DSM 10702 (fdxA). OrfA codiert für eine Signalpeptidase, 
orfB für eine zinkabhängige Hydrolase aus der Familie der Metallo-β-Lactamasen. RBS: 
Ribosomenbindestelle. 
 
 
BENSON ET AL. bestimmten 1967 die Aminosäuresequenz eines aus C. butyricum isolierten 
Ferredoxins. Abb. 3-6 zeigt einen Sequenzvergleich dieses Ferredoxins mit dem in dieser Ar-
beit in C. butyricum identifizierten Protein. Auffällig ist, dass das aus den Clostridien extra-
hierte Protein kein Methionin am N-Terminus aufweist, was auf eine posttranslationale Ent-
fernung dieser Aminosäure schließen lässt. Die N-terminale Sequenzierung des aus C. acet-
obutylicum ATCC 824 isolierten Ferredoxins ergab ebenfalls ein Fehlen des entsprechenden 
Methionins [DEMUEZ ET AL., 2007]. Der einzige weitere Unterschied betrifft Position 54 der 
in dieser Arbeit bestimmten Sequenz. Während das Ferredoxin aus C. butyricum DSM 10702 
an dieser Stelle Valin aufweist, weist die von BENSON ET AL. determinierte Sequenz hier 
Asparaginsäure auf. Die von Paulsen und Sebastian 2008 veröffentlichte Sequenz des Proteins 
aus C. butyricum 5521 besitzt an Position 54 ebenfalls Valin. Ferredoxine nah verwandter 
Clostridien (z.B. C. beijerinckii NCIMB 8052) weisen an dieser Stelle jedoch auch z.T. 
Asparaginsäurereste auf, so dass von einer gewissen Flexibilität an dieser Stelle ausgegangen 
werden kann. Da BENSON ET AL. keine näheren Angaben zur Bezeichnung des in ihren 
Arbeiten verwendeten Stammes gemacht haben, muss davon ausgegangen werden, dass sie 
das untersuchte Ferredoxin aus keinem der beiden hier genannten Stämme isoliert haben. In 
der Grafik sind außerdem die beiden [4Fe4S]-Zentren koordinierenden Cysteine markiert, die 
jeweils das für Ferredoxine charakteristische Motiv CX2CX2CX3CP enthalten [QUINKAL ET 
AL., 1994] sowie die ebenfalls konservierten Aspartat- und Glutamatreste, die an der 
Oberfläche des Proteins liegen [MOULIS UND DAVASSE, 1995]. Interessanterweise führte aber 
der Austausch der letzteren Aminosäuren beim Ferredoxin von C. pasteurianum zu keiner 
nennenswerten Änderung seiner Eigenschaften [MOULIS UND DAVASSE, 1995]. 
 
Abb. 3-6: Vergleich der Aminosäuresequenzen der Ferredoxine von C. butyricum DSM 10702 
und dem 1967 aus einem unbekannten Stamm von C. butyricum extrahierten Ferredoxin. Die 
konservierten Aminosäuren sind farbig die Unterschiede grau unterlegt. 
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Tab. 3-4 vergleicht die Aminosäuresequenz des in C. butyricum DSM 10702 identifizierten 
Ferredoxins mit einigen weiteren clostridialen Ferredoxinen. Dabei fällt auf, dass sie beson-
ders konservierte Proteine sind, was einerseits darauf zurückzuführen ist, dass große Teile der 
Polypeptidkette an der Koordinierung der beiden Eisen-Schwefel-Zentren beteiligt sind 
[QUINKAL ET AL., 1994], und Ferredoxine andererseits als Redoxmediatoren eine zentrale 
Position im Stoffwechsel einnehmen, wodurch sie mit vielen verschiedenen Enzymen inter-
agieren müssen [BRERETON ET AL., 1999]. Weitere Gene für Ferredoxine wurden in der vor-
liegenden Arbeit nicht identifiziert. 
 
Tab. 3-4: Vergleich des Ferredoxins aus C. butyricum DSM 10702 mit weiteren Aminosäuresequenzen clostri-
dialer Ferredoxine. 
Stamm As Homologie [%] 
As mit gleichen 
Eigenschaften [%] 
UniProtKB 
Datenbank-Nr. 
C. beijerinckii NCIMB 8052 56 98 98 A6LPM8 
C. acetobutylicum DSM 792 56 85 94 Q97M95 
C. perfringens ATCC 13124 56 87 92 Q0TMK5 
C. pasteurianum DSM 525 56 85 92 P00195 
C. botulinum ATCC 19397 56 80 91 A7FQ88 
C. novyi NT 57 76 85 A0Q3M0 
C. cellulolyticum H10 56 71 82 A0UX54 
 
 
3.1.4 Thiolase (Thl) 
 
Die biosynthetischen Thiolasen (Acetyl-CoA-Acetyl-Transferasen, EC 2.3.1.9) der Clostri-
dien katalysieren im Katabolismus die Kondensation zweier Acetyl-CoA Moleküle zu Aceto-
acetyl-CoA, wodurch sie von den degradativen Thiolasen (EC 2.3.1.16), die am Fettsäure-
stoffwechsel beteiligt sind, abgegrenzt werden [MODIS UND WIERENGA, 2000]. Die Reaktion 
spielt eine fundamentale Rolle beim Aufbau von Kohlenstoffgerüsten und ist der erste Schritt 
vieler biosynthetischer Stoffwechselwege [MODIS UND WIERENGA, 1999]. In der Säurebil-
dungsphase konkurriert das Enzym mit der Phosphotransacetylase um dasselbe Substrat und 
seine Aktivität und Regulation sind daher für das Verhältnis von gebildeter Essigsäure zu 
Buttersäure von Bedeutung [WIESENBORN ET AL., 1988]. Dieses Verhältnis ist wiederum ein 
entscheidender Faktor für den Energiehaushalt der Zelle sowie die Ausbeute an produziertem 
Wasserstoff. Die Nukleotidsequenz des Gens für die Thiolase (thl) aus C. butyricum 
DSM 10702 wurde mittels Genome Walk unter Einsatz der DNA-Bibliotheken DB1 und DB2 
aufgeklärt und unter der Nummer EF627972 in der Gendatenbank GenBank abgelegt. In 
diesem Fall wurden die erhaltenen PCR-Produkte direkt mit Hilfe der eingesetzten gen-
spezifischen Primer sequenziert. Nach Aufklärung des kompletten offenen Leserahmens 
wurde von einer weiteren Sequenzierung des jeweils anderen Endes der PCR-Produkte 
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abgesehen. Abb. 3-7 zeigt eine Karte der analysierten Region. Das thl-Gen besteht aus 
1.179 bp und codiert für ein Polypeptid aus 393 Aminosäuren. Unmittelbar stromaufwärts des 
Translationsstarts liegt eine potentielle Ribosomenbindestelle. Auf einem der sequenzierten 
PCR-Produkte konnte ca. 230 bp strangaufwärts des thl-Gens das Ende eines weiteren offenen 
Leserahmens (orfC) identifiziert werden, der große Ähnlichkeit mit Genen für UDP-N-
Acetylglukosamin-2-Epimerasen verschiedener Clostridien aufweist. Bei allen liegt das 
genannte Gen in vergleichbarem Abstand strangaufwärts des thl-Gens. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-7: Analysierter DNA-Abschnitt bei der Aufklärung der Nukleotidsequenz des 
Thiolase-Gens (thl) von C. butyricum DSM 10702. OrfC codiert für ein Protein mit 
Homologie zu N-Acetylglukosamin-2-Epimerasen. 
 
 
Die aus der Nukleotidsequenz des Thiolase-Gens abgeleitete Aminosäuresequenz zeigt große 
Ähnlichkeiten zu den Sequenzen vieler anderer Clostridien, wobei die größte Homologie mit 
90 % zum Enzym aus C. beijerinckii NCIMB 8052 besteht (Tab. 3-5). Auch die Größe der 
Proteine ist hoch konserviert und schwankt bei nahe verwandten Enzymen um nur zwei 
Aminosäuren. 
 
Die bisher am besten charakterisierte biosynthetische Thiolase ist das Enzym des aus 
Belebtschlamm isolierten, flockenden Bakteriums Zoogloea ramigera. Durch site-directed 
Mutagenese sowie Röntgenstrukturanalysen konnten die für die katalytische Funktion wesent-
lichen Aminosäuren dieses Enzyms identifiziert werden [THOMPSON ET AL., 1989; WILLIAMS 
ET AL., 1992; MODIS UND WIERENGA, 1999]. Im aktiven Zentrum sind die Cysteine an den 
Positionen 89 und 378 sowie Histidin an Position 348 der Polypeptidkette sowohl an der 
Kondensation zweier Acetyl-CoA Moleküle (Claisen-Kondensation) als auch an der Thiolyse 
von Acetoacetyl-CoA beteiligt. Cystein 89 hat eine besondere Funktion, da es durch einen 
nukleophilen Angriff auf das erste Acetyl-CoA bzw. das Acetoacetyl-CoA Molekül die Bil-
dung eines kovalenten Acetyl-S-Enzym-Intermediats katalysiert [MODIS UND WIERENGA, 
1999]. Die determinierte Sequenz aus C. butyricum DSM 10702 ist mit der aus Z. ramigera 
zu 56 % identisch bzw. weist an 74 % aller Positionen Aminosäuren mit gleichen Eigen-
schaften auf. Die auf Grund ihrer katalytischen Funktion konservierten Aminosäuren im 
aktiven Zentrum liegen bei der C. butyricum Thiolase an den Positionen 88 und 379 
(Cysteine) bzw. 349 (Histidin) der Polypeptidkette. 
0 250 500 1000 1500 2000 750 1250 1750 2200 
[bp] 
orfC thl (1.179 bp) 
THLD1/2 
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Tab. 3-5: Homologien von Aminosäuresequenzen ausgewählter clostridialer Thiolasen mit der gefundenen 
Sequenz aus C. butyricum DSM 10702. 
Stamm As Homologie [%] 
As mit gleichen 
Eigenschaften [%] 
UniProtKB 
Datenbank-Nr. 
C. beijerinckii NCIMB 8052 393 90 96 A6LQG9 
C. perfringens ATCC 13124 392 81 90 Q0TNB6 
C. tetani E88 391 80 89 Q898X5 
C. kluyveri DSM 555 391 79 89 A5N3I6 
C. botulinum ATCC 19397 392 77 87 A7FYF0 
C. novyi NT 393 78 87 A0Q397 
C. acetobutylicum DSM 792 392 75 87 P45359 
C. difficile 630 391 66 81 Q18AR0 
 
 
In C. acetobutylicum ATCC 824 konnte neben der chromosomal codierten Thiolase noch ein 
zweites thl-Gen auf dem Megaplasmid pSOL1 identifiziert werden [WINZER ET AL., 2000]. 
Das in E. coli klonierte Produkt zeigte eine hohe Aktivität, obwohl in allen Wachstumsphasen 
nur wenig des entsprechenden Transkripts detektiert werden konnte. Auch in C. pasteurianum 
ATCC 6013 existieren möglicherweise zwei Thiolase-Gene [BERNDT UND SCHLEGEL, 1975]. 
Da das in dieser Arbeit aus C. butyricum klonierte thl-Gen mittels PCR identifiziert wurde, 
kann nicht geklärt werden, ob in diesem Organismus eventuell ebenfalls ein zweites Gen 
vorhanden ist. 
 
 
3.1.5 β-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (BHBD) 
 
Im Katabolismus von Clostridien wird das durch Thiolase gebildete Acetoacetyl-CoA mittels 
β-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (BHBD) unter Oxidation von NADH zu β-Hydroxy-
butyryl-CoA reduziert [BOYNTON ET AL., 1996]. Diese Reaktion ist eine von mehreren, bei 
denen in den Zellen eine Regeneration des NAD+-Pools zur Aufrechterhaltung der Glykolyse 
stattfindet, da nicht sämtliche Elektronen in Form von Wasserstoff abgegeben werden können. 
Die BHBD wurde als Komponente eines gekoppelten Enzymtests für die spätere Charakteri-
sierung der Thiolase benötigt. Zunächst konnte lediglich ein Teil im Zentrum des Gens mittels 
Genome Walk in den vorhandenen DNA-Bibliotheken identifiziert werden. Ausgehend von 
der erhaltenen Sequenz dieses Abschnitts war es jedoch nicht möglich, weitere PCR-Produkte 
zu generieren, weshalb mit Hilfe der Restriktionsenzyme XbaI und Mph1103I zwei weitere 
DNA-Bibliotheken (DB4 und DB5) erstellt wurden. Hierbei mussten die überhängenden 
Enden der Restriktionsfragmente vor der Ligation des Adapters mit T4 DNA Polymerase 
entfernt werden. Aus diesen Bibliotheken konnte das Ende des gesuchten offenen Lese-
rahmens amplifiziert werden sowie ein Teil des weiter strangabwärts liegenden Gens der 
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8-Oxoguanin-DNA-Glykosidase (ogg). Allerdings wurde auch mit den zusätzlichen DNA-
Bibliotheken kein Fragment mit dem Translationsstart für das hbd-Gen amplifiziert. Hierfür 
wurden schließlich die entsprechenden DNA-Regionen vieler verschiedener Clostridien 
analysiert. Bei einigen, C. butyricum z.T. relativ nahe verwandten Organismen (C. acetobu-
tylicum, C. saccharobutylicum und C. beijerinckii), liegt stromaufwärts des hbd-Gens jeweils 
ein Gen für ein mögliches Elektronentransfer-Protein (etfA). Auf Grund der möglicherweise 
konservierten Lage des etfA-Gens im Genom dieser Clostridien wurde zu einer konservierten 
Region am Ende dieses Gens ein degenerierter Primer erstellt, und so schließlich der noch 
fehlende Teil des gesuchten hbd-Gens amplifiziert und sequenziert. Eine Karte der analy-
sierten Region aus C. butyricum DSM 10702 ist in Abb. 3-8 dargestellt. 
 
 
Abb. 3-8: DNA-Abschnitt bei der Identifizierung des Gens für die β-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase 
(BHBD) von C. butyricum DSM 10702; etfA: Gen für ein Elektronentransfer-Protein, ogg: 8-Oxoguanin-
DNA-Glykosidase. 
 
 
Das hbd-Gen aus C. butyricum DSM 10702 besteht aus 846 bp und codiert für ein Protein aus 
282 Aminosäuren. Neben der codierenden Sequenz konnte auch eine mögliche Ribosomen-
bindestelle vor dem Startcodon identifiziert werden. Tab. 3-6 zeigt die durchgeführten 
Aminosäuresequenzvergleiche mit verschiedenen BHBD weiterer Clostridien. Das Protein 
weist große Ähnlichkeit zu den entsprechenden Enzymen aus C. beijerinckii und C. saccharo-
butylicum auf und ist in Clostridien generell hoch konserviert. In C. butyricum DSM 10702 
liegt das Gen zwischen Leserahmen, die für das Elektronentransfer-Protein EtfA bzw. für eine 
8-Oxoguanin-DNA-Glykosidase codieren. Die Gene von drei der vier Enzyme, die die 
höchsten Homologien zur C. butyricum BHBD aufweisen, zeigen die gleiche Lage im 
Genom. Lediglich stromabwärts des Gens für die C. perfringens BHBD liegt anstelle des ogg-
Gens ein Gen für einen möglichen ABC-Transporter. Die determinierte Nukleotidsequenz 
wurde unter der GenBank-Nummer EU797515 hinterlegt. Bei näherer Betrachtung der 
ermittelten Sequenz fällt auf, dass sich im etfA-Gen eine Schnittstelle für das Restriktions-
enzym XbaI befindet, mit dessen Hilfe die DNA-Bibliothek DB4 erstellt wurde. Bei deren 
Einsatz in PCR-Reaktionen mit den Oligonukleotid-Primern AP1 und HBDU1 hätte ein 
DNA-Fragment von ca. 570 bp generiert werden müssen. Da kein entsprechendes Produkt 
hbd (846 bp) ogg etfA 
HBDD1 HBDD2 
HBDU1 
ETFAD EcoRVMph1103I XbaI Mph1103I RBS RBS
0 250 500 1000 1500 2000 750 1250 1750 2200 
[bp] 
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gebildet wurde, ist davon auszugehen, dass entweder bei der Erstellung der DNA-Bibliothek 
das Restriktionsenzym die genomische DNA nur unvollständig geschnitten hat oder das 
Auffüllen der 3’-Enden nach der Restriktion mittels T4 DNA Polymerase an der beschrie-
benen Stelle nicht erfolgt ist, so dass kein Adapter gebunden werden konnte. 
 
Tab. 3-6: Aminosäuresequenzvergleich der BHBD aus C. butyricum DSM 10702 mit den entsprechenden 
Enzymen weiterer Clostridien. 
Stamm As Homologie [%] 
As mit gleichen 
Eigenschaften [%] 
UniProtKB 
Datenbank-Nr. 
C. beijerinckii NCIMB 8052 282 88 93 A6LQ83 
C. saccharobutylicum NCBI 169679 282 87 92 B2RGG7 
C. perfringens NCBI 1502 282 82 91 Q8XI27 
C. acetobutylicum DSM 792 282 81 89 P52041 
C. novyi NT 282 80 90 A0Q2T9 
C. tetani NCBI 1513 282 80 87 A0Q397 
C. kluyveri DSM 555 282 69 82 P45359 
C. botulinum ATCC 19397 276 66 79 A7FYF1 
 
 
Alle fünf in diesem Kapitel identifizierten Gene werden in C. butyricum DSM 10702 aktiv 
transkribiert. Die Detektion der jeweiligen mRNA erfolgte durch Extraktion der Gesamt-RNA 
aus einer Kultur wachsender Clostridien und anschließender cDNA-Synthese durch RT-PCR. 
Die synthetisierten cDNAs wurden schließlich mittels PCR mit für die untersuchten Gene 
spezifischen Oligonukleotid-Primern nachgewiesen. Als Negativkontrollen dienten Ansätze, 
bei denen während der Erststrang-Synthese die Reverse Transkriptase weggelassen wurde, so 
dass falsch positive Ergebnisse durch kontaminierende genomische DNA ausgeschlossen 
werden konnten. 
 
Im Folgenden wurden die Gene der [FeFe]-Hydrogenase, der Thiolase und der BHBD in 
geeignete Expressionsvektoren kloniert und in E. coli exprimiert, um die Aktivität der 
clostridialen Enzyme mittels spezifischer Methoden nachzuweisen. 
 
 
3.2 Aktivität und Charakterisierung von Enzymen aus C. butyricum 
 
3.2.1 [FeFe]-Hydrogenase 
 
Die Expression aktiver [FeFe]-Hydrogenasen erfordert die Synthese und Koordinierung des 
H-Clusters im aktiven Zentrum des Enzyms, die durch spezifische Proteine erfolgt. Diese 
Reifungsfaktoren sind in allen Organismen konserviert, die aktive [FeFe]-Hydrogenasen 
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exprimieren und bilden in einigen Fällen sogar Operons mit dem für die Hydrogenase codie-
renden hydA-Gen [POSEWITZ ET AL., 2004]. In C. acetobutylicum sind die Produkte der Gene 
hydE, hydF und hydG für die Reifung der Hydrogenase notwendig, wobei HydE und HydG 
zur Familie der radikalen SAM- (S-Adenosylmethionin) Enzyme gehören [POSEWITZ ET AL., 
2004; RUBACH ET AL., 2005], während HydF ein [4Fe4S]-Zentrum enthält und zusätzlich 
GTPase-Aktivität besitzt [POSEWITZ ET AL., 2004; BRAZZOLOTTO ET AL., 2006]. Hypothesen 
zur Biosynthese und Inkorporation des H-Clusters in die Apo-Hydrogenase besagen, dass 
HydE oder HydG an der initialen Bildung der Dithiolatbrücke beteiligt ist, deren Vorstufe ein 
Intermediat z.B. der Glykolyse oder des Aminosäurestoffwechsels ist [PETERS ET AL., 2006]. 
HydF dient wahrscheinlich als eine Art Gerüst für die Synthese des Clusters [MCGLYNN ET 
AL., 2008] und steuert möglicherweise die Translokation des ausgereiften H-Clusters unter 
GTP-Hydrolyse in das Apoprotein [PETERS ET AL., 2006]. Für den Ursprung der Carbonyl- 
und Cyanid-Liganden, die als freie Moleküle äußerst toxisch auf lebende Zellen wirken, 
wurde Glycin vorgeschlagen, da es sowohl zu Kohlenmonoxid als auch zu Cyanid abgebaut 
werden kann [PETERS ET AL., 2006]. Das im Verlauf der Reaktion gebildete Glycyl-Radikal 
reagierte danach mit den Eisenatomen des Dithiolat-[2Fe2S]-Cluster-Intermediats und würde 
schließlich zu den entsprechenden Liganden abgebaut [PETERS ET AL., 2006]. Die genaue 
Funktion dieser Proteine im Reifungsprozess der [FeFe]-Hydrogenasen ist jedoch noch nicht 
bekannt. 
 
Die Expression einer aktiven [FeFe]-Hydrogenase in E. coli ist nur dann möglich, wenn die 
genannten Reifungsfaktoren coexprimiert werden [POSEWITZ ET AL., 2004; KING ET AL., 
2006]. Auch eine In-vitro-Aktivierung durch Inkubation des Enzyms mit den Reifungs-
faktoren ist möglich [MCGLYNN ET AL., 2007]. Um die Aktivität der identifizierten [FeFe]-
Hydrogenase aus C. butyricum DSM 10702 nachzuweisen, wurde das Gen in E. coli 
BL21(DE3) mit den Reifungsfaktoren hydE, hydF und hydG aus C. acetobutylicum DSM 792 
unter anoxischen Bedingungen coexprimiert. Dieses System erwies sich bereits in früheren 
Arbeiten als stabiler als das zur Coexpression der entsprechenden Faktoren aus C. reinhardtii 
verwendete [KING ET AL., 2006] und es war in der Lage, sowohl eine Reihe nativer als auch 
durch Gen-Shuffling konstruierte Hydrogenasen zu aktivieren [NAGY ET AL., 2007]. Für die 
Klonierungen fanden die Expressionsvektoren pETDuet-1 und pCDFDuet-1 (Novagen) 
Anwendung, die jeweils zwei Klonierungsstellen für die Insertion von Genen besitzen, so 
dass diese von T7-Promotoren kontrolliert werden und ihre Transkription durch IPTG-Zugabe 
induziert werden kann. Die Vektoren sind kompatibel, um durch Cotransformation von E. coli 
die Coexpression von bis zu vier Proteinen zu ermöglichen. 
 
Zur Konstruktion des Vektors pCDFDuetFG wurden die Gene hydF und hydG mit Hilfe der 
Oligonukleotid-Primer HYDFF und HYDFR bzw. HYDGF und HYDGR aus genomischer 
DNA von C. acetobutylicum DSM 792 amplifiziert und nacheinander in pCDFDuet-1 
kloniert. Dabei wurde zuerst hydG über die Restriktionsstellen NdeI und XhoI in die Klonie-
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rungsstelle II, anschließend hydF über NcoI und SalI in die Klonierungsstelle I des Vektors 
ligiert, wobei letzteres Fragment am 5’-Terminus mit der zu NcoI kompatiblen Restriktions-
stelle PagI versehen wurde, um einen Aminosäureaustausch an Position 2 des exprimierten 
Enzyms zu vermeiden. Für die Amplifikation des hydE-Gens von C. acetobutylicum 
DSM 792 dienten die Oligonukleotid-Primer HYDEF und HYDER. Das erhaltene PCR-Pro-
dukt wurde über die Restriktionsstellen NdeI und XhoI in die Klonierungsstelle II von 
pETDuet-1 kloniert. Der erhaltene Vektor pETDuetE wurde dann eingesetzt, wenn lediglich 
die drei Reifungsfaktoren exprimiert werden sollten. In die Klonierungsstelle I dieses 
Plasmids wurde das mittels der Oligonukleotid-Primer HYDACB_down und HYDACB_up 
aus genomischer DNA amplifizierte Hydrogenase-Gen hydA aus C. butyricum DSM 10702 
kloniert. Die Ligation erfolgte über die Schnittstellen NcoI und SalI des Vektors, wobei das 
hydA-Gen bei der PCR ebenfalls mit einer zu NcoI kompatiblen PagI Schnittstelle versehen 
worden war. Der so konstruierte Vektor wurde pETDuetEACb genannt. Zur Kontrolle wurde 
auf die gleiche Weise das hydA-Gen aus C. acetobutylicum DSM 792 in pETDuetE kloniert 
(Oligonukleotid-Primer HYDACA_down und HYDACA_up), dessen Aktivität im beschrie-
benen Expressionssystem bereits nachgewiesen worden war [KING ET AL., 2006]. Dieser 
Vektor wurde pETDuetEACa genannt. Nach jeder Ligation wurden die Sequenzen der zu 
exprimierenden Gene überprüft. Die für die Expression der [FeFe]-Hydrogenase aus 
C. butyricum DSM 10702 eingesetzten Vektoren sind in Abb. 3-9 dargestellt. Tab. 3-7 zeigt 
die verschiedenen für die Proteinexpression eingesetzten Stämme. 
 
 
 
Abb. 3-9: Vektoren zur Coexpression der [FeFe]-Hydrogenase aus C. butyricum DSM 10702 und ihrer 
Reifungsfaktoren; lacI: Repressor des lac-Operons, bla: β-Lactamase (Ampicillin-Resistenz), aad: Amino-
glykosid-Adenyltransferase (Streptomycin-Resistenz). 
pETDuetEACb 
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Tab. 3-7: Expressionsstämme für den Aktivitätsnachweis der [FeFe] Hydrogenase in E. coli. 
E. coli-Stamm Plasmide Funktion 
BL21(DE3) pCDFDuetFG; pETDuetEACb 
Coexpression der C. butyricum [FeFe] Hydrogenase mit 
Reifungsfaktoren HydE, HydF, HydG 
BL21(DE3) pCDFDuetFG; pETDuetEACa 
Coexpression der C. acetobutylicum [FeFe] Hydrogenase 
mit Reifungsfaktoren HydE, HydF, HydG 
BL21(DE3) pCDFDuetFG; pETDuetE Coexpression der Reifungsfaktoren HydE, HydF, HydG 
 
 
Nach der Expression, die auf Grund der Sensitivität der exprimierten Enzyme gegenüber 
Luftsauerstoff unter anoxischen Bedingungen durchgeführt wurde, wurden die erhaltenen 
Zellen in der Anaerobierbank aufgeschlossen und die Rohextrakte auf ihre Hydrogenase-
Aktivität untersucht, wobei als Nachweis die Wasserstoffoxidation unter Reduktion von 
Methylviologen diente. Zunächst konnte in keinem der eingesetzten Rohextrakte eine 
Hydrogenase-Aktivität qualitativ nachgewiesen werden. Auch die heterologe Expression 
der verschiedenen Proteine konnte in einer SDS-PAGE nicht nachgewiesen werden. Dies 
ist vermutlich jedoch auf die geringen Expressionsraten unter anoxischen Bedingungen zu-
rückzuführen. Zudem werden wahrscheinlich durch die Coexpression von bis zu vier ver-
schiedenen Enzymen die Ausbeuten der jeweiligen Proteine deutlich reduziert, zumal die 
heterologen Gene auf Grund ihres niedrigen G+C-Gehalts Codons enthalten, die in E. coli 
seltener verwendet werden. MCGLYNN ET AL. [2007] konnten jedoch zeigen, dass eine In-
vitro-Aktivierung von [FeFe]-Hydrogenasen durch Zugabe coexprimierter Reifungs-
faktoren ohne längere Inkubationsphase möglich ist. Daher wurde der Rohextrakt, der le-
diglich die drei Reifungsfaktoren HydE, HydF und HydG enthalten sollte, mit Rohextrak-
ten aus Zellen gemischt, in denen zusätzlich die Expression einer [FeFe]-Hydrogenase in-
duziert worden war. Die Ansätze wurden für wenige Minuten in der Anaerobierbank 
inkubiert und schließlich auf ihre Hydrogenase-Aktivität überprüft. Das Ergebnis zeigt 
Abb. 3-10. 
 
Sowohl Ansätze, die [FeFe]-Hydrogenase aus C. acetobutylicum DSM 792 als auch solche, 
die das in C. butyricum DSM 10702 identifizierte Enzym enthielten, zeigten eine intensive 
Blaufärbung (Abb. 3-10A), die auf eine Reduktion des im Ansatz enthaltenen Methylviolo-
gens zurückzuführen ist. In Ansätzen, die lediglich die drei Reifungsfaktoren enthielten 
bzw. in denen die Expression der Hydrogenase nicht induziert wurde, konnte keine enzy-
matische Aktivität detektiert werden. Die zeitliche Zunahme der Extinktion wurde zusätz-
lich photometrisch bei einer Wellenlänge von 604 nm bestimmt (Abb. 3-10B). Erst nach 
einer fast zweistündigen lag-Phase konnte eine Extinktionszunahme gemessen werden, 
während die Reduktion des Methylviologens bei Einsatz clostridialer Rohextrakte bereits 
nach wenigen Minuten einsetzte. Die spezifischen Aktivitäten der Hydrogenasen lagen in 
E. coli mit ca. 0,02 U·mg-1 Gesamtprotein deutlich niedriger als die der nativen Enzyme in 
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Clostridium (ca. 0,3 U·mg-1), was auf eine geringere Expression (s.o.), aber vermutlich 
auch auf eine nur teilweise Aktivierung der Enzyme zurückführbar ist [MCGLYNN ET AL., 
2008]. Die ausgeprägte lag-Phase ist nicht durch eine lange Aktivierungsphase erklärbar, 
da diese bereits nach wenigen Minuten abgeschlossen ist und daher keine längere Inkuba-
tion erfolgen muss [MCGLYNN ET AL., 2007]. 
 
 
Abb. 3-10: Nachweis der enzymatischen Aktivität der [FeFe]-Hydrogenase aus C. butyricum DSM 10702 
nach heterologer Expression in E. coli BL21(DE3) und In-vitro-Aktivierung des Enzyms. A) Qualitativer 
Nachweis der Methylviologen Reduktion, 1. HydE, HydF, HydG; 2. HydACb, HydE, HydF, HydG indu-
ziert; 3. HydACb, HydE, HydF, HydG nicht induziert; 4. HydACa, HydE, HydF, HydG induziert. B) Photo-
metrischer Nachweis der Methylviologen-Reduktion bei einer Wellenlänge von 604 nm. 
 
 
3.2.2 Thiolase und BHBD 
 
Für den Nachweis der Aktivität von Thiolase und BHBD wurden die zuvor identifizierten 
Gene mit Hilfe der Primerpaare THL_down/THL_up bzw. HBD_down/HBD_up aus geno-
mischer DNA amplifiziert, jeweils in den Expressionsvektor pET26b+ kloniert und in E. coli 
JM109(DE3) exprimiert. Da das Thiolase-Gen eine interne NdeI-Schnittstelle aufweist, wurde 
das 5’-Ende dieses Gens über stumpfe Enden mit dem Vektor pET26b+ ligiert, wobei die 5’-
Überhänge des linearisierten Vektors mit T4 DNA Polymerase aufgefüllt wurden. Die 
Ligation am 3’-Terminus erfolgte über Schnittstellen für die Restriktionsendonuklease SalI. 
Die Ligation des hbd-Gens wurde direkt über die Restriktionsstellen NdeI und SalI 
durchgeführt. Das Ergebnis der folgenden Expressionen zeigt das SDS-Gel in Abb. 3-11. Das 
Monomer der Thiolase konnte als Bande mit knapp über 40 kDa (Abb. 3-11A), die BHBD mit 
einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa detektiert werden (Abb. 3-11B). 
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Abb. 3-11: SDS-PAGE zum Nachweis der Expres-
sion von Thiolase (A) und BHBD (B) in E. coli 
JM109(DE3). A) 1. PageRulerTM Prestained Protein 
Ladder; 2. pET26b+ induziert; 3. pET26b+-thl nicht 
induziert; 4. pET26b+-thl induziert; B) 1. Page-
RulerTM Prestained Protein Ladder; 2. pET26b+-hbd 
induziert; 3. pET26b+-hbd nicht induziert. 
 
 
Bei beiden Enzymen erfolgte der Nachweis ihrer Aktivität photometrisch über den Umsatz 
von Acetoacetyl-CoA. Während es durch Thiolase bei Anwesenheit von freiem Coenzym A 
in zwei Acetyl-CoA Moleküle gespalten wird (Thiolyse), wird es durch BHBD in einer 
NADH-abhängigen Reaktion zu β-Hydroxybutyryl-CoA reduziert. Nach Aufschluss der 
Zellen wurden die Rohextrakte sowohl induzierter als auch nicht induzierter Zellen sowie der 
Rohextrakt von Zellen, die lediglich den Vektor pET26b+ enthielten auf ihre enzymatischen 
Aktivitäten überprüft, wobei keines der beiden Enzyme sich als sauerstoffsensitiv erwies, so 
dass alle Aktivitätsmessungen unter oxischen Bedingungen durchgeführt werden konnten. Die 
Ergebnisse der Aktivitätstests zeigt Abb. 3-12. 
 
 
Abb. 3-12: Nachweis der enzymatischen Aktivitäten von Thiolase (A) und β-Hydroxybutyryl-CoA Dehydro-
genase (B) aus C. butyricum DSM 10702. Die Spaltung von Acetoacetyl-CoA durch Thiolase wurde bei einer 
Wellenlänge von 303 nm gemessen, die NADH-Oxidation durch BHBD bei 340 nm. 
 
 
Die Expression der clostridialen Thiolase in E. coli JM109(DE3) ergab spezifische Aktivi-
täten im Rohextrakt um 600 U·mg-1 Protein. Zellen, bei denen die Proteinexpression nicht 
induziert wurde, wiesen geringe thiolytische Aktivitäten von etwa 1-2 U·mg-1 auf, was auf 
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eine unvollständige Repression zurückzuführen ist. Zur Kontrolle dienten Zellen, die lediglich 
den Vektor pET26b+ ohne das thl-Gen enthielten. Nach Induktion konnte in diesen keine 
thiolytische Aktivität nachgewiesen werden (Abb. 3-12A), obwohl in E. coli ein Gen für eine 
biosynthetische Thiolase vorhanden ist [BLATTNER ET AL., 1997]. Die beobachtete Extink-
tionsabnahme nach Zugabe des Rohextrakts ist auf die spontane Hydrolyse des Acetoacetyl-
CoA zurückzuführen, deren Rate in Kontrollansätzen ohne Rohextrakt gleich hoch war. Für 
die BHBD konnten in Rohextrakten von E. coli JM109(DE3) spezifische Aktivitäten von bis 
zu 1.000 U·mg-1 Protein erreicht werden. Ohne Induktion wurde keine nennenswerte Aktivität 
detektiert. 
 
 
3.2.3 Biochemische und kinetische Charakterisierung der Thiolase 
 
3.2.3.1 Klonierung und Expression des thl-Gens mit N- bzw. C-terminalem 6xHis-Tag 
 
Für die nähere Charakterisierung der Thiolase aus C. butyricum DSM 10702 sollte das Enzym 
nach Expression in E. coli möglichst bis zur Homogenität aufgereinigt werden. Hierfür wur-
den zwei rekombinante Thiolasen generiert, die entweder am N- oder am C-Terminus einen 
Hexahistidin-Tag (6xHis-Tag) besaßen (ThlNhis bzw. ThlChis). Die Amplifikation des Gens 
erfolgte mit Hilfe der Oligonukleotid-Primer THLNHIS und THL_up bzw. THLCHIS und 
THL_down aus dem Genom von C. butyricum DSM 10702. Über die Primer wurde an den 5’-
Termini der zu klonierenden Fragmente eine geeignete Restriktionsstelle generiert (SalI). Die 
anschließende Ligation in den Expressionsvektor pET26b+ wurde, wie für das natürliche thl-
Gen in Kapitel 3.2.1 beschrieben, durchgeführt und die beiden erhaltenen Vektoren nach den 
inserierten Genen pET26b+-thlNhis und pET26b+-thlChis genannt. Die rekombinanten Thio-
lasen wurden schließlich in E. coli JM109(DE3) exprimiert. Zum Nachweis des N- bzw. C-
terminalen 6xHis-Tags wurden Rohextrakte aufgeschlossener Zellen einer SDS-PAGE mit an-
schließendem Western Blot unterzogen. Das Ergebnis des Blots ist in Abb. 3-13 dargestellt. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-13: Detektion der 6xHis-Tags 
rekombinanter Thiolasen in Rohextrakten 
von E. coli JM109(DE3). 1. PageRulerTM 
Prestained Protein Ladder, 2. ThlChis 
induziert, 3. ThlChis nicht induziert, 
4. ThlNhis induziert, 5. ThlNhis nicht 
induziert, 6. 6xHis-ladder. 
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Sowohl der N- als auch der C-terminale 6xHis-Tag konnten im Blot detektiert werden. Durch 
die zusätzlichen Aminosäuren liegt das rechnerische Molekulargewicht der entsprechenden 
Thiolase-Monomere bei ca. 42,3 kDa. Zur Kontrolle wurden zusätzlich Ansätze analysiert, bei 
denen die Proteinexpression nicht induziert wurde. Im Fall der Thiolase mit C-terminalem 
6xHis-Tag ist hier ein schwaches Signal zu erkennen, was vermutlich auf eine geringe Hinter-
grundexpression des Enzyms zurückzuführen ist. Die Bestimmung der spezifischen Thiolase-
Aktivitäten im Rohextrakt über die photometrische Messung der thiolytischen Spaltung von 
Acetoacetyl-CoA bestätigte dieses Ergebnis des Immunoblots. Zwischen den beiden rekom-
binanten Enzymen konnte kein Unterschied bezüglich ihrer Aktivität festgestellt werden, die 
im Bereich des im selben Stamm exprimierten Wildtyp-Enzyms lag (Kapitel 3.2.2). Im Blot 
sind im Fall der Thiolase mit C-terminalem 6xHis-Tag mehrere zusätzliche Signale zu 
erkennen, von denen keines in Rohextrakten der Thiolase mit N-terminalem 6xHis-Tag 
auftritt. Insbesondere fällt eine Bande bei einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa auf. 
Hierbei könnte es sich um Fragmente des Thiolase-Monomers handeln, da die entsprechenden 
Banden in keinem der Kontrollansätze auftreten. Vermutlich sind sie durch die Initiation der 
Translation an internen Startcodons entstanden, was erklärte, weshalb ausschließlich C-
terminale 6xHis-Tags im Blot detektierbar sind. 
 
 
3.2.3.2 Aufreinigung der Thiolase mittels IMAC 
 
Beide Enzyme wurden für die Aufreinigung über ihren 6xHis-Tag mittels Ni-NTA eingesetzt, 
da sie vergleichbare spezifische Aktivitäten aufwiesen. Proben der einzelnen Fraktionen 
wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Ergebnisse zeigt Abb. 3-14. 
 
 
Abb. 3-14: Aufreinigung der Thiolase mit N- (A) bzw. C-terminalem 
(B) 6xHis-Tag. 1. Rohextrakt, 2. Durchfluss; 3. Waschfraktion 
4. Eluat, 5. PageRulerTM Prestained Protein Ladder. 
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Beide rekombinanten Proteine konnten fast bis zur Homogenität aus den Rohextrakten 
aufgereinigt werden, was zeigt, dass sowohl der N- als auch der C-terminale 6xHis-Tag frei 
zugänglich ist. Allerdings ist auch im Durchfluss sowie in den Waschfraktionen noch Thio-
lase enthalten, so dass davon ausgegangen werden kann, dass in diesem Fall die Matrix über-
laden wurde. Interessanterweise sind nach beiden Aufreinigungen in den Eluatfraktionen 
Proteinbanden zu erkennen, die mit denen zuvor im Western Blot detektierten überein-
stimmen, so dass es wahrscheinlich ist, dass es sich in allen Fällen um die gleichen 
Proteinfragmente handelt. Western Blot Analysen der Eluate zeigten das gleiche Ergebnis wie 
in Abb. 3-13. Die Tatsache, dass die zusätzlichen Fragmente nur detektiert werden, sofern sie 
am C-Terminus einen 6xHis-Tag tragen, lässt darauf schließen, dass im clostridialen Thiolase-
Gen Sequenzen vorhanden sind, die in E. coli als interne Translationsstarts dienen können. 
Durch interne Initiation der Translation entstehen bei Proteinen mit N-terminalem 6xHis-Tag 
neben dem Peptid mit der vollen Länge auch Fragmente, die keinen 6xHis-Tag tragen, 
während bei Proteinen mit C-terminalem 6xHis-Tag alle Fragmente, die auf diese Weise syn-
thetisiert werden, am Ende einen 6xHis-Tag aufweisen. Voraussetzung für die Aufreinigung 
auch derjenigen Fragmente, die keinen 6xHis-Tag besitzen ist, dass sie mit vollständigen 
Untereinheiten interagieren und so nicht durch Waschen von der Säule gespült werden. Native 
biosynthetische Thiolasen bilden in Lösung Homotetramere, in denen die Untereinheiten fest 
über ein spezifisches Tetramerisationsmotiv miteinander verbunden sind [MODIS UND 
WIERENGA, 1999]. In der Peptidkette der Z. ramigera Thiolase beginnt dieses Motiv an 
Position 123. Bei der Thiolase aus C. butyricum beginnt es an Position 124 der Polypeptid-
kette. Fragmente, die diese sogenannte Tetramerisationsschleife enthalten, sollten in der Lage 
sein, mit vollständigen Untereinheiten zu interagieren, so dass sie bei der Aufreinigung des 
nativen Enzyms nicht abgetrennt werden und nach Denaturierung im SDS-Gel nachgewiesen 
werden können. Das Molekulargewicht solcher Fragmente, die gerade noch das Tetrameri-
sationsmotiv beinhalten, liegt rechnerisch bei etwa 30 kDa. 
 
Um den Ursprung der neben dem vollständigen Monomer der Thiolase detektierten Protein-
fragmente zu klären, wurden sämtliche Methionincodons des thl-Gens, die im selben Lese-
raster wie das komplette Gen liegen, auf mögliche strangaufwärts liegende Ribosomenbinde-
stellen überprüft. Dabei konnte zumindest 9 Nukleotide strangaufwärts des Methionins 118 
eine der beschriebenen Theorie nach geeignete Sequenz identifiziert werden. Eine Transla-
tionsinitiation an dieser Stelle ergäbe ein Polypeptid, das auch das für die Tetramerisation 
notwendige Motiv beinhaltete, so dass die entsprechenden Fragmente durch Interaktion mit 
vollständigen Monomeren auch in nativer Form affinitätschromatisch aufgereinigt werden 
könnten. Zur Überprüfung dieser Theorie wurde mittels der Oligonukleotid-Primer THLint 
und THLCHIS die beschriebene Region aus dem Vektor pET26b+-thlChis amplifiziert und 
durch TA-Klonierung in den Vektor pGEM®-T Easy ligiert. Das Plasmid besitzt auf einer 
Seite der multiplen Klonierungsstelle einen T7-Promotor für die Expression inserierter DNA-
Fragmente, dem allerdings die notwendige Ribosomenbindestelle fehlt. Diese muss durch die 
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einligierte DNA codiert werden. Die erstellten Konstrukte wurden auf die korrekte Orientie-
rung des klonierten Fragments überprüft, die gewährleistete, dass der vermeintliche Transla-
tionsstart inklusive Ribosomenbindestelle unter die Kontrolle des T7-Promotors gelangte. In 
mit dem erstellten Vektor transformierten Zellen wurde die Proteinexpression induziert und 
der Rohextrakt mittels SDS-PAGE und folgendem Western Blot auf das Zielfragment 
analysiert. Tatsächlich konnte das beschriebene Peptid mit einem Molekulargewicht von etwa 
30 kDa (berechnet ca. 30,4 kDa) im Rohextrakt detektiert werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass 
der identifizierte geninterne Translationsstart im Expressionsstamm erkannt wird. Durch eine 
denaturierende Aufreinigung des Enzyms mit N-terminalem 6xHis-Tag konnte zudem gezeigt 
werden, dass die Teilstücke des Thiolase-Monomers unter nativen Bedingungen auf Grund 
ihrer Bindung an vollständige Untereinheiten mit aufgereinigt und erst durch die spätere 
Denaturierung im Gel sichtbar werden, während sie in Eluaten, die mittels denaturierender 
Affinitätschromatographie erhalten wurden, nicht enthalten sind. Somit konnte zumindest die 
auffälligste Verunreinigung im Eluat auf einen internen Translationsstart im Thiolase-Gen 
zurückgeführt werden, wobei es wahrscheinlich ist, dass die zweite zusätzliche Bande durch 
dasselbe Phänomen zu erklären ist. In diesem Fall konnte im Gen jedoch keine derart 
auffällige Sequenz identifiziert werden. Möglicherweise liegt hier eine etwas größere Abwei-
chung von der Konsensussequenz 5’-AGGAGGT’-3’ vor, was erklären könnte, weshalb das 
Signal im Blot etwas schwächer war. 
 
 
3.2.3.3  Biochemische Charakterisierung der Thiolase 
 
Für die folgenden Untersuchungen wurde die C. butyricum Thiolase mit N-terminalem 6xHis-
Tag verwendet. Da sowohl der Aktivitätstest als auch die affinitätschromatographische 
Reinigung der beiden Thiolasen keine Unterschiede erkennen ließen, hätte auch das Enzym 
mit C-terminalem Tag für die weiteren Versuche eingesetzt werden können. 
 
Zur Bestimmung der Größe der nativen Thiolase wurde eine Gelfiltration mittels einer 
Sephacryl HR-300 Matrix durchgeführt. Die Kalibrierung erfolgte mit Hilfe reiner Protein-
standards, wobei für die Bestimmung des Ausschlussvolumens der Matrix Blue Dextran mit 
einem Molekulargewicht von 2.000 kDa eingesetzt wurde. Die Berechnung des Molekular-
gewichts der Thiolase wurde wie in Kapitel 2.4.5 beschrieben durchgeführt. Abb. 3-14 zeigt 
das Ergebnis der Gelfiltration, wobei zur besseren Veranschaulichung auf der Abszisse das 
tatsächliche Elutionsvolumen aufgetragen wurde. Das aus den Daten bestimmte Molekular-
gewicht der Thiolase mit N-terminalem 6xHis-Tag beträgt etwa 171,9 kDa und bestätigt 
damit, dass das Enzym in seiner nativen Form ein Homotetramer bildet. Das aus der Amino-
säuresequenz berechnete Molekulargewicht beträgt etwa 169,5 kDa, mit dem der experimen-
tell bestimmte Wert gut übereinstimmt. Die tetramere Konformation der biosynthetischen 
Thiolase konnte sowohl für das Enzym aus Z. ramigera durch Röntgenstrukturanalyse 
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[MODIS UND WIERENGA, 1999] als auch für die Thiolase aus C. acetobutylicum mittels 
Gelfiltration [WIESENBORN ET AL., 1988] bestimmt werden. 
 
 
Abb. 3-14: Bestimmung des Molekulargewichts bzw. der Konformation der 
Thiolase mit N-terminalem 6xHis-Tag. 
 
 
Das gereinigte Enzym wurde außerdem einer isoelektrischen Fokussierung unterzogen. Der 
isoelektrische Punkt (pI) konnte jedoch nicht eindeutig bestimmt werden, da im Gel keine 
deutlich abgegrenzte Bande zu erkennen war. Das Protein befand sich im leicht sauren 
Bereich etwa zwischen pH 5,3 und 6. Der experimentell ermittelte Wert ist damit geringfügig 
niedriger als der anhand der Aminosäuresequenz berechnete pI von 6,2. Die Abweichung ist 
auf die dreidimensionale Konformation des nativen Enzyms zurückzuführen, die bedingt, dass 
eher saure Aminosäuren an der Oberfläche liegen. 
 
 
3.2.3.4 Kinetische Charakterisierung 
 
Die Aktivität und Regulation der Thiolase der saccharolytischen Clostridien sind von 
besonderer Bedeutung, da das Enzym an einem wichtigen Verzweigungspunkt des Stoff-
wechsels liegt. Daher sollten kinetische Eigenschaften der Thiolase aus C. butyricum 
DSM 10702 sowie eine mögliche Regulation näher untersucht werden. Hierfür wurden 
photometrisch Substratsättigungskurven für die einzelnen Substrate aufgenommen und 
anhand ihres Verlaufs die entsprechenden Km-Werte bestimmt. 
 
Die Thiolyse-Aktivität wurde durch photometrische Messung des Umsatzes von Acetoacetyl-
CoA gemessen. Der Extinktionskoeffizient für Acetoacetyl-CoA lag bei einem Wert von etwa 
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7,8·mM-1·cm-1. Zur Bestimmung des Km-Wertes von Acetoacetyl-CoA wurde die CoA-
Konzentration in allen Ansätzen konstant bei 200 µM gehalten, während bei der Bestimmung 
des Km-Wertes für freies Coenzym A eine konstante Acetoacetyl-CoA Konzentration von 
100 µM eingesetzt wurde. Da Acetoacetyl-CoA in wässriger Lösung spontan hydrolysiert, 
wurde diese Reaktion bei der Berechnung der Enzymaktivitäten berücksichtigt. Abb. 3-15 
zeigt die gemessenen Substratsättigungskurven. 
 
 
Abb. 3-15: Substratsättigungskurven der Thiolase aus C. butyricum für A) Acetoacetyl-CoA und B) CoA. 
 
 
Die Anpassungen der Kurven an die Messdaten wurde nach Michaelis-Menten vorgenommen. 
Hieraus ergaben sich Km-Werte für Acetoacetyl-CoA von ca. 31,8 µmol·L-1 und für CoA von 
etwa 21,2 µmol·L-1. Ersterer liegt in dem Bereich des für die chromosomal codierte C. aceto-
butylicum Thiolase ermittelten Wertes von 32 µmol·L-1 [WIESENBORN ET AL., 1988]. Im 
Gegensatz dazu war der Km-Wert des Enzyms aus C. butyricum für CoA deutlich größer als 
der von WIESENBORN ET AL. für die Thiolase aus C. acetobutylicum bestimmte Wert 
(4,7 µmol·L-1). Für das zweite durch das Megaplasmid pSOL1 codierte Thiolase-Gen in 
C. acetobutylicum wurden zwar die Expression und Aktivität nachgewiesen [WINZER ET AL., 
2000], kinetische Daten wurden allerdings nicht aufgenommen. Die einzige weitere clostri-
diale Thiolase, für die entsprechende Daten gefunden werden konnten, ist das Enzym aus 
C. pasteurianum. Sie wurde bereits 1975 von BERNDT UND SCHLEGEL beschrieben, aber erst 
im Jahr 2006 aus dem Organismus kloniert [MENG UND LI, 2006]. Beide Gruppen ermittelten 
einen Km-Wert für Acetoacetyl-CoA von etwa 130 µmol·L-1. Dieser Wert ist etwa viermal so 
hoch wie diejenigen für die Thiolasen aus C. butyricum und C. acetobutylicum. Der von 
BERNDT UND SCHLEGEL bestimmte Km-Wert für CoA der C. pasteurianum Thiolase ist mit 
28,9 µmol·L-1 wiederum mit dem in dieser Arbeit ermittelten Wert vergleichbar. Die 
Reaktionen wurden für letzteres Enzym allerdings unter geringfügig abgewandelten 
Bedingungen gemessen [MENG UND LI, 2006; BERNDT UND SCHLEGEL, 1975]. 
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2 Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA β-Hydroxybutyryl-CoA 
Thiolase 
CoA 
BHBD 
NADH+H+ NAD+ 
 
 
Die physiologische Kondensation zweier Acetyl-CoA Moleküle (Claisen-Kondensation) 
wurde in einer gekoppelten Reaktion gemessen (Abb. 3-16). Hierfür wurde die in der vorlie-
genden Arbeit klonierte BHBD eingesetzt, die im Metabolismus von C. butyricum das durch 
Thiolase synthetisierte Acetoacetyl-CoA zu β-Hydroxybutyryl-CoA reduziert. Die BHBD 
wurde in den Reaktionsansätzen im Überschuss hinzugegeben (ca. 13 U·mL-1), so dass die 
Gesamtreaktion von der Aktivität der eingesetzten Thiolase abhängig war und diese über die 
photometrische Messung der NADH-Oxidation bestimmt werden konnte. 
 
 
Abb. 3-17: Substratsättigungskurve der C. butyricum Thiolase für Acetyl-
CoA. 
 
 
Abb. 3-17 zeigt die erstellte Substratsättigungskurve. Durch Anpassung nach Michaelis-
Menten wurde ein Km-Wert von etwa 674 µmol·L-1 für Acetyl-CoA berechnet. Dieser gilt für 
das Acetyl-CoA insgesamt, da der Reaktion ein sogenannter Ping Pong Bi Bi – Mechanismus 
zugrunde liegt [WIESENBORN ET AL., 1988; THOMPSON ET AL., 1989; KURSULA ET AL., 2002]. 
Folglich setzt sich der berechnete Wert eigentlich aus zwei Werten zusammen, da die beiden 
Acetyl-CoA Moleküle in der Reaktion nacheinander gebunden werden und somit unterschied-
liche Km-Werte aufweisen. Im ersten Schritt der Reaktion greift das nukleophile Cystein 88 
 
Abb. 3-16: Gekoppelter Enzymtest zur Bestimmung der Thiolase-Aktivität in der Claisen-Kondensation. 
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des clostridialen Enzyms das erste Acetyl-CoA an, wobei ein Acetyl-S-Enzym-Intermediat 
gebildet wird (Abb. 3-18) [THOMPSON ET AL., 1989]. Dabei erfolgt die Aktivierung des 
Cysteins 88 für den nukleophilen Angriff durch das Histidin 349 [MODIS UND WIERENGA, 
1999]. Das zweite Acetyl-CoA Molekül attackiert schließlich den kovalent an das Enzym 
gebundenen Acyl-Rest und steuert so die Freisetzung des Produkts. Cystein 379 ist an beiden 
Teilen der Reaktion beteiligt, indem es im ersten Schritt als Protonendonor für die Abspaltung 
von CoA und im zweiten Schritt schließlich als Protonenakzeptor für die Aktivierung der 
Methylgruppe des Acetyl-CoA für den nukleophilen Angriff auf das Acetyl-S-Enzym-
Intermediat dient. Die Spaltung von Acetoacetyl-CoA erfolgt nach dem gleichen Mecha-
nismus [MODIS UND WIERENGA, 1999]. Mittels einfacher Anpassung an eine Ping Pong-
Kinetik konnte in diesem Fall allerdings keine Aussage über die genaue Lage der einzelnen 
Km-Werte getroffen werden. Für clostridiale biosynthetische Thiolasen finden sich für 
Acetyl-CoA in der Literatur ausschließlich Km-Werte, bei denen es sich um den „Gesamt-
Km-Wert“ der beiden Teilschritte handelt. Einzig das Enzym aus Z. ramigera wurde auch auf 
die erste Teilreaktion hin untersucht, wobei ein Km-Wert für die Bildung des Acetyl-S-
Enzym-Intermediats von etwa 350 µmol·L-1 ermittelt werden konnte [THOMPSON ET AL., 
1989]. Bei einem insgesamt bestimmten Wert von 1,2 mmol·L-1 besitzt die Thiolase einen 
deutlich niedrigeren Km-Wert für das erste Acetyl-CoA als für das zweite an der Reaktion 
beteiligte Substratmolekül. Für die clostridialen Enzyme konnten Km-Werte von 270 
(C. acetobutylicum) bzw. 440 µmol·L-1 (C. pasteurianum) ermittelt werden [WIESENBORN ET 
AL. 1988; BERNDT UND SCHLEGEL, 1975]. 
 
 
Abb. 3-18:Katalytischer Mechanismus biosynthetischer Thiolasen bei der Kondensation von Acetyl-CoA am 
Beispiel der Thiolase aus C. butyricum [nach MODIS UND WIERENGA, 1999]. 
 
 
In allen Fällen ist besonders auffällig, dass die Km-Werte für Acetyl-CoA deutlich über denen 
für Acetoacetyl-CoA und CoA liegen. Die physiologische Kondensation ist thermodynamisch 
ungünstig [THOMPSON ET AL., 1989]. Allerdings wird durch die mit hoher Rate ablaufende 
Glykolyse in der Zelle ein großer Überschuss an Acetyl-CoA generiert sowie der Reaktion 
das gebildete Acetoacetyl-CoA durch das im Metabolismus folgende Enzym (BHBD) sofort 
entzogen, so dass auch die Claisen-Kondensation in vivo mit hoher Rate ablaufen kann 
[MODIS UND WIERENGA, 1999]. Tatsächlich konnten in C. acetobutylicum intrazelluläre 
Acetyl-CoA Konzentrationen gemessen werden, die in allen Wachstumsphasen weit über dem 
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entsprechenden Km-Wert der Thiolase lagen, während für Acetoacetyl-CoA Konzentrationen 
unterhalb des Km-Wertes ermittelt wurden [BOYNTON ET AL., 1994]. 
 
Die physiologische Kondensation von Acetyl-CoA durch die Thiolase aus C. acetobutylicum 
wird schon durch geringe Konzentrationen an freiem CoA im Ansatz inhibiert [WIESENBORN 
ET AL., 1988]. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass auch das eng verwandte Enzym 
aus C. butyricum dieser Inhibierung unterliegt. Zur Überprüfung wurde in Reaktionsansätzen 
bei konstanter Acetyl-CoA Konzentration die Menge an eingesetztem CoA variiert. Das 
Ergebnis zeigt Abb. 3-19. Schon CoA-Konzentrationen im mikromolaren Bereich hatten eine 
inhibierende Wirkung auf die Thiolase, wobei ein Verhältnis von CoA zu Acetyl-CoA von 
1/5 die Aktivität des Enzyms um mehr als 73 % reduzierte. Die Inhibierung von Thiolasen 
durch CoA legt nahe, dass sie in vivo durch das Verhältnis dieses Reaktionsprodukts zu 
Acetyl-CoA reguliert wird [WIESENBORN ET AL., 1988]. Daher könnte durch Einflussnahme 
auf dieses Verhältnis die Thiolase-Aktivität unter Umständen reduziert und so das Verhältnis 
der organischen Säuren zueinander sowie die Wasserstoffausbeute positiv beeinflusst werden. 
 
Abb. 3-19: Inhibierung der Thiolase aus C. butyricum DSM 10702 durch CoA. 
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3.3 Metabolic Engineering zur Untersuchung der Wasserstoffproduktion 
 
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob durch ein Metabolic Engineering die Produktivi-
täten bzw. Ausbeuten bei der fermentativen Wasserstoffgewinnung gesteigert werden können. 
Hierfür wurde C. acetobutylicum DSM°792 eingesetzt, da für diesen Organismus bereits seit 
einigen Jahren gentechnische Methoden etabliert sind, während C. butyricum bisher nicht 
transformiert werden konnte. 
 
 
3.3.1 Shuttle-Vektoren zur Expression von Genen in C. acetobutylicum DSM 792 
 
Für die Expression von Genen in C. acetobutylicum DSM 792 sollte zunächst ein geeigneter 
Shuttle-Vektor konstruiert werden. Da Shuttle-Vektoren in zwei verschiedenen Organismen 
repliziert werden müssen, enthalten sie neben den im Zielorganismus zu exprimierenden 
klonierten Genen für gewöhnlich zwei verschiedene Replikons bzw. Selektionsmarker. Die 
Konstruktion der Vektoren erfolgt zumeist in E. coli und erst die fertigen Plasmide werden in 
den zweiten Organismus transferiert. 
 
C. butyricum NCIB 7423 besitzt in seinem Genom u.a. das kryptische Plasmid pCB101 mit 
einer geschätzten Größe von 6,05 kb [COLLINS ET AL., 1985]. Mit Hilfe des Replikons dieses 
Plasmids konnte bereits ein Shuttle-Vektor für B. subtilis erzeugt werden [LUCZAK ET AL., 
1985], weshalb es sich unter Umständen auch für die Konstruktion eines entsprechenden 
Vektors für C. acetobutylicum eignen könnte. Der zur Verfügung stehende Organismus 
C. butyricum DSM 10702 stimmt nach Angaben der DSMZ mit dem oben genannten Stamm 
überein und die Isolierung der Gesamt-DNA zeigte im Agarose-Gel die mögliche Präsenz des 
Vektors pCB101. Da das Plasmid nicht durch einfache Präparation aus dem Organismus 
isoliert werden konnte, wurde ausgehend von einer bekannten Teilsequenz (GenBank 
X62684, [BREHM ET AL., 1992]) mittels PCR sowohl die bekannte (Primer FPCB1/RPCB1) 
als auch die noch unbekannte Region (Primer FPCB2/RPCB2) amplifiziert und sequenziert 
(EU082817). Die aus den Sequenzdaten erstellte Plasmidkarte zeigt Abb. 3-20. Das Plasmid 
hat eine Größe von 6.065 bp und weist damit ziemlich genau die durch COLLINS ET AL. 
[1985]. ermittelten Größe auf. Nach einer sequenzbasierten Restriktionskartierung durch 
LUCZAK ET AL. [1985] weist es ebenfalls große Ähnlichkeiten mit dem aus C. butyricum 
NCTC 7423 isolierten Plasmid pCBU2 auf. Nach Angaben der DSMZ handelt es sich bei dem 
zuletzt genannten Stamm ebenfalls um C. butyricum DSM 10702. Das in dieser Arbeit 
sequenzierte Plasmid ist allerdings nicht identisch mit pCBU2, was zeigt, dass zwischen den 
genannten Stämmen zumindest geringe Unterschiede bestehen. 
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orfF 
orfG 
orfE 
 
Abb. 3-20: Aus Sequenzdaten erstellte Vektorkarte des 
C. butyricum Plasmids pCB101. 
 
 
Die für die Replikation wesentlichen Sequenzabschnitte sollten mit dem Replikon und dem 
Gen für β-Lactamase des E. coli Vektors pGEM®-T Easy ligiert und zusätzlich mit einem 
Marker für die Selektion in Gram-positiven Organismen versehen werden. Allerdings erwies 
sich schon das Ligationsprodukt aus dem Replikon von pCB101 und dem Vektor pGEM®-T 
Easy als sehr instabil, was sich durch den Verlust großer Abschnitte clostridialer DNA 
äußerte. pCB101 gehört zu einer Klasse von Plasmiden, deren Replikation über die Ausbil-
dung einzelsträngiger Intermediate erfolgt [BREHM ET AL., 1992]. Ein Sequenzmotiv strang-
aufwärts des repB-Gens besitzt eine große Homologie zum Plus-Replikationsursprung dieser 
Plasmid-Klasse und scheint ein sogenannter Hot Spot für die Entstehung von Deletionen in 
gewissen Plasmid-Chimären zu sein [BREHM ET AL., 1992]. Auf Grund seiner Instabilität war 
das Konstrukt aus pGEM®-T Easy und dem Replikon aus pCB101 für die weitere Konstruk-
tion eines Shuttle-Vektors ungeeignet. Möglicherweise könnte ein stabileres Konstrukt 
erzeugt werden, wenn auch der zugehörige Minus-Origin integriert würde. Dieser wird aller-
dings ausschließlich von spezifischen Faktoren erkannt, die durch die Wirtszelle codiert 
werden und weist daher nur geringe strukturelle Ähnlichkeiten zwischen verschiedenen 
Organismen auf [GRUSS UND EHRLICH, 1989]. Eine entsprechende Sequenz konnte in pCB101 
nicht identifiziert werden, so dass auf weitere Versuche zur Konstruktion eines geeigneten 
E. coli - C. acetobutylicum Shuttle-Vektors verzichtet wurde. Die Sequenzierung der bis dato 
unbekannten Region von pCB101 ergab nach Sequenzanalyse eine Reihe offener 
Leserahmen, auf die noch in einem späteren Kapitel eingegangen wird. 
 
Aus den genannten Gründen wurde im Folgenden auf das Vektorkonstrukt pSOS95 (die 
Vektorkarte ist Teil der Abb. 3-21 in Kapitel 3.3.2.1) der Arbeitsgruppe von Professor Dr. 
Elefterios Papoutsakis zurückgegriffen. Der speziell für die Expression von Genen in 
C. acetobutylicum ATCC 824 entwickelte Shuttle-Vektor enthält das Replikon des Plasmids 
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pIM13 aus B. subtilis, das E. coli Replikon ColEI, das β-Lactamase Gen (bla) zur Selektion in 
E. coli, das für die Selektion in Gram-positiven Bakterien geeignete Makrolid-Linkosamin-
Resistenzgen mlsR, sowie ein künstliches Operon (ace) mit den Genen ctfA, ctfB und adc aus 
C. acetobutylicum ATCC 824, die für die beiden Untereinheiten der CoA-Transferase bzw. 
für die Acetoacetat-Decarboxylase codieren. Das Operon steht unter der Kontrolle des konsti-
tutiven Thiolase-Promotors (Pthl). Durch Restriktion mit der Endonuklease SalI kann das 
gesamte Operon samt Promotor entfernt und durch andere zu exprimierende Gene ersetzt 
werden, wobei zusätzlich ein geeigneter Promotor integriert werden muss. Außerdem kann 
das Operon mittels der Restriktionsenzyme BamHI und NarI aus dem Vektor herausgeschnit-
ten und die zu exprimierenden Gene durch entsprechende Ligation unter die Kontrolle des 
Thiolase-Promotors gebracht werden. Das Plasmid liegt in C. acetobutylicum in Kopienzahlen 
von 6-8 vor [LEE ET AL., 1993]. 
 
 
3.3.2 Überexpression von Hydrogenasen aus Clostridien 
 
3.3.2.1 Shuttle-Vektoren für die Expression clostridialer Hydrogenasen 
 
Die Analyse von Gendatenbanken zeigte, dass Clostridien im Allgemeinen nur eine Kopie des 
[FeFe]-Hydrogenase-Gens hydA im Genom besitzen, welches unter der Kontrolle eines 
starken, vermutlich konstitutiven Promotors liegt [GIRBAL ET AL., 2005]. Zusätzliche Hydro-
genasen konnten z.B. in C. pasteurianum und C. acetobutylicum gefunden werden, deren 
Aminosäuresequenzen sich jedoch deutlich von denen der beschriebenen [FeFe]-Hydro-
genasen unterscheiden und nach ihrer Funktion als sogenannte Uptake-Hydrogenasen 
bezeichnet werden [ADAMS, 1987]. Im Folgenden wurde untersucht, ob die Wasserstoff-
bildung von C. acetobutylicum DSM 792 durch Einbringen zusätzlicher Kopien verschiedener 
[FeFe]-Hydrogenase-Gene beeinflusst wird und ob auf diese Weise die Produktivität des 
Organismus erhöht werden kann. Hierfür wurden sowohl das eigene (hydACa) als auch das in 
der vorliegenden Arbeit aus C. butyricum DSM 10702 klonierte (hydACb) [FeFe]-Hydro-
genase-Gen in den E. coli - C. acetobutylicum Shuttle-Vektor pSOS95 kloniert. Die Konstruk-
tion der Vektoren ist in Abb. 3-21 dargestellt. 
 
Zunächst wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms SalI das künstliche ace-Operon aus dem 
Plasmid pSOS95 entfernt und der linearisierte Vektor aus einem Agarose-Gel isoliert. Durch 
Selbstligation wurde der Vektor pSOS generiert, der bei den folgenden Untersuchungen als 
Kontrolle diente. Mit Hilfe der Oligonukleotid-Primer HYDACAF und HYDACAR bzw. 
HYDACBF und HYDACBR wurden die [FeFe]-Hydrogenase-Gene aus genomischer DNA 
von C. acetobutylicum DSM 792 bzw. C. butyricum DSM 10702 einschließlich ihrer Promo-
toren amplifiziert und an ihren Enden mit Schnittstellen für die Endonuklease SalI versehen. 
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Nach Restriktion wurden die Hydrogenase-Gene in den linearisierten Vektor pSOS ligiert. In 
den vorliegenden Experimenten wurden jeweils die Promotoren der Hydrogenase-Gene 
verwendet und der im Shuttle-Vektor pSOS95 liegende Promotor des Thiolase-Gens (Pthl) 
entfernt, da PhydA in C. acetobutylicum etwa um das Vierzehnfache stärker ist als der ebenfalls 
konstitutive Thiolase-Promotor [GIRBAL ET AL., 2005]. Die Selektion und Vermehrung der 
konstruierten Shuttle-Vektoren erfolgte zunächst in E. coli DH5α. Restriktionsanalysen 
ergaben für beide selektierten Konstrukte eine reverse Orientierung des klonierten Fragments. 
Die auf ihre korrekte Sequenz überprüften Vektoren (Sequenzierung mittels Primern SOSF 
und SOSR) wurden anschließend in E. coli ER2275 [pAN1] transformiert, so dass sie bei der 
Replikation durch die in diesem Stamm konstitutiv exprimierte Methyltransferase Ф3TI 
spezifisch an der Sequenz 5’-GCNGC-3’ methyliert wurden [MERMELSTEIN UND PAPOUT-
SAKIS, 1993 A]. Die Plasmide wurden aus dem beschriebenen Stamm präpariert und mittels 
der Restriktionsendonuklease Fnu4HI, die sensitiv für Methylierungen an der o.g. Sequenz 
ist, auf ihre Methylierung überprüft. Nach Konzentrierung und Entsalzung [NAKOTTE ET AL., 
1997] wurden sie schließlich durch Elektroporation in C. acetobutylicum DSM 792 
transformiert.  Zur  Kontrolle  wurden  aus  erythromycinresistenten  Kolonien  die  Plasmide 
 
Abb. 3-21: Konstruktion von Shuttle-Vektoren zur Überexpression clostridialer [FeFe]-Hydrogenasen in C. ace-
tobutylicum DSM 792. 
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präpariert und anschließend wieder in E coli DH5α transformiert. Zusätzlich wurden sie 
mittels PCR auf die einligierten Fragmente überprüft. Die drei Stämme wurden im Folgenden 
in ansatzweisen Fermentationen eingesetzt und während der Fermentation die Gasbildung 
sowie die Wasserstoffkonzentration im Abgas aufgezeichnet, um den Einfluss der zusätz-
lichen Genkopien auf die Wasserstoffproduktion zu untersuchen. 
 
 
3.3.2.2  Vergleichende Fermentationen zur Untersuchung der Wasserstoffproduktion 
 
Zunächst wurden Fermentationen in einem definiertem Medium nach MONOT [1982] 
durchgeführt, wobei neben der Analyse des Abgases aus Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff 
auch Anfangs- und Endkonzentrationen gelöster Substanzen im Medium bestimmt wurden. In 
allen Fermentationen wurde der pH-Wert auf 6,0 geregelt, da bei niedrigeren pH-Werten der 
Metabolismus von C. acetobutylicum auf Grund der Anreicherung protonierter organischer 
Säuren früher auf Lösungsmittelbildung umgestellt wird [FOND ET AL., 1985; JONES UND 
WOODS, 1986] und die Säurebildungsphase mit höheren Wasserstoffproduktionsraten 
korreliert ist [DEMUEZ ET AL., 2007]. Zudem ist das verwendete Erythromycin bei pH-Werten 
deutlich unter 6,0 sehr instabil und weist nur eine geringe biologische Aktivität auf 
[MERMELSTEIN UND PAPOUTSAKIS, 1993 B], so dass die Selektion plasmidhaltiger Zellen 
beeinträchtigt sein könnte. Abb. 3-22 zeigt den typischen Verlauf der Gasbildung während der 
Fermentationen. 
 
Abb. 3-22: Verlauf der Fermentationen von C. acetobutylicum DSM 792 in definier-
tem Medium nach MONOT [1982]. 
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In allen durchgeführten Fermentationen konnte, bevor die Gasbildung einsetzte, eine lange 
lag-Phase beobachtet werden, deren Dauer im Mittel etwa 10 Stunden betrug. Sie ist wahr-
scheinlich auf eine Adaptation des Metabolismus an die im Medium enthaltenen anorgani-
schen Mineralsalze zurückzuführen. Die Vorkulturen mussten in einem Komplexmedium an-
gesetzt wurden, da in dem in den Hauptfermentationen verwendeten definierten MONOT-Me-
dium keine Keimung der Clostridiensporen erreicht werden konnte. Insgesamt wurden bei ei-
nem Arbeitsvolumen von 750 mL etwa 6,2 L Gas gebildet, wobei die Gasbildungsraten bis 
fast zum Ende der Fermentationen anstiegen und schließlich die Gasproduktion spontan zum 
Erliegen kam. In den meisten Ansätzen war zu diesem Zeitpunkt die eingesetzte Glukose voll-
ständig verbraucht, während in wenigen Fermentationen auch nach Abschluss der Gasbildung 
noch Glukose detektiert werden konnte. Die Wasserstoffkonzentration im Abgas stieg zu-
nächst bis auf ein Maximum von knapp über 63 % an und sank anschließend wieder bis auf 
ca. 54 %. Dieser Verlauf des Wasserstoffanteils im Abgas liegt wahrscheinlich in der unter-
schiedlichen Löslichkeit der beiden gebildeten Gase im Medium begründet und nicht in einer 
tatsächlich variierenden Zusammensetzung des durch die Clostridien gebildeten Gases. Die 
Wasserstoffausbeute lag im Mittel zwischen 1,6 und 1,7 mol·mol-1 eingesetzter Glukose. In 
Abb. 3-23 sind die maximalen volumetrischen Gasproduktivitäten der vier eingesetzten Stäm-
me vergleichend dargestellt. Während die Produktivitäten des Wildtyps und des Plasmidkon-
troll-Stammes (pSOS) mit im Mittel etwa 2.250 mL·L-1·h-1 vergleichbar waren, lagen die der 
Hydrogenase-Expressionsstämme um ca. 10 (pSOShydACb) bzw. ca. 20 % (pSOShydACa) 
niedriger. Möglicherweise führt die zusätzliche Expression plasmidcodierter Enzyme zu einer 
Belastung des Zellstoffwechsels, der schließlich in einer verminderten Gasbildungsrate 
resultiert. 
 
Abb. 3-23: Vergleich der maximalen Gasproduktivitäten der Hydrogenase-
Expressionsstämme C. acetobutylicum DSM 792 [pSOShydACa] bzw. [pSOS-
hydACb] mit denen des Plasmidkontroll-Stammes C. acetobutylicum DSM 792 
[pSOS] und des Wildtyps bei Fermentation auf definiertem Medium nach MONOT. 
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Unter den verwendeten Fermentationsbedingungen konnten kein Aceton und nur äußerst 
geringe Butanolkonzentrationen detektiert werden, die jedoch außerhalb des quantifizierbaren 
Bereichs lagen. Eine Quantifizierung von Ethanol wurde nicht vorgenommen, da die Stamm-
lösung des Erythromycins in absolutem Ethanol angesetzt werden musste und dieses die 
geringen in den Fermentationen gebildeten Ethanolmengen überlagerte. Die gaschromato-
graphischen Analysen wiesen allerdings darauf hin, dass eine geringe aber vernachlässigbare 
Ethanolproduktion in den meisten Fermentationen stattfand. Der Großteil der löslichen 
Produkte bestand aus den organischen Säuren Butter- bzw. Essigsäure, wobei die Ausbeuten 
für Buttersäure zwischen 0,47 und 0,67 mol·mol-1 und für Essigsäure zwischen 0,2 und 
0,35 mol·mol-1 Glukose lagen. Das Verhältnis von Butter- zu Essigsäure schwankte in den 
einzelnen Fermentationen zwischen 1,75 und 2,75. Anhand der vorliegenden Ergebnisse 
konnte allerdings kein signifikanter Einfluss der in den Organismus eingeschleusten Plasmide 
auf die Wasserstoffproduktion festgestellt werden, da die beschriebenen Variationen bei allen 
Fermentationen auftraten. 
 
In allen Fermentationen rekombinanter Clostridien wurde Erythromycin zur Selektion 
eingesetzt. Da dieses bei pH-Werten unterhalb von 6,0 sehr instabil ist [LEE ET AL., 1993] und 
deshalb möglicherweise der Selektionsdruck für die eingebrachten Plasmide mit zunehmender 
Dauer der Fermentationen nachlässt, wurde am Ende der Fermentation das Medium filtriert, 
mit steriler Glukose versetzt und erneut sowohl mit nativen als auch rekombinanten 
Clostridien beimpft. Ausschließlich plasmidhaltige Zellen konnten in diesem Medium 
angezogen werden, während das Wachstum des Wildtyps durch eine ausreichend hohe 
Erythromycin-Aktivität unterdrückt wurde. Außerdem wurden den Fermentationen Zell-
proben entnommen und auf ihren Plasmidgehalt überprüft. Die entsprechenden Shuttle-
Vektoren konnten mitsamt den einligierten Hydrogenase-Genen nachgewiesen werden. 
 
Zur genaueren Untersuchung und um auszuschließen, dass eine Limitierung des definierten 
Mediums die Wasserstoffproduktion mit rekombinanten Clostridien einschränkt, wurde im 
Folgenden das verwendete Medium mit Pepton (1 %) und Hefeextrakt (0,5 %) verstärkt. Auf 
diese Weise konnte die Dauer der lag-Phase deutlich reduziert werden, wobei z.T. die 
Gasbildung unmittelbar nach der Inokulation einsetzte. Wie zuvor beschrieben wurde die 
produzierte Gasmenge detektiert sowie die prozentuale Zusammensetzung des Abgases 
bestimmt. In regelmäßigen Abständen wurden Proben des Kulturmediums entnommen und 
gaschromatographisch sowie mittels HPLC analysiert. Zellproben wurden auf ihren Plasmid-
gehalt überprüft und nachgewiesen, dass die aus den Clostridien präparierten Vektoren das 
korrekte inserierte Fragment enthielten. Den typischen Verlauf der Gasbildung während der 
Fermentationen zeigt Abb. 3-24. 
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Abb. 3-24: Typischer Verlauf der Gasproduktion in Fermentationen von C. acetobuty-
licum DSM 792 auf mit Hefeextrakt und Pepton verstärktem MONOT-Medium. 
 
 
Der Verlauf der Wasserstoffkonzentration während der Fermentationen war mit demjenigen 
bei Verwendung des definierten MONOT-Mediums vergleichbar und die insgesamt gebildete 
Gasmenge lag bei etwa 6,5 L. Allerdings wies der Verlauf der Gasbildung deutliche Unter-
schiede zur Fermentation im definierten Medium auf. Während die Gasbildungsrate bei 
letzterer bis fast zum Ende der Fermentation stetig anstieg, waren bei Verwendung des ver-
stärkten Mediums deutlich Schwankungen in den Gasbildungsraten zu erkennen. Abb. 3-25 
zeigt beispielhaft die Gasbildungsraten im Verlauf des Prozesses, wobei zur Bestimmung für 
jeden Wert eine Zeitspanne von 30 Minuten zugrunde gelegt wurde. Die Gasbildungsraten 
zeigen zwei lokale Maxima nach Fermentationsdauern von ca. 4 bzw. 7,6 Stunden. Letzteres 
gibt die während der Fermentation maximal erreichte Gasproduktionssrate wieder. Im Gegen-
satz zur Fermentation in definiertem MONOT-Medium fällt sie anschließend steil bis zum 
vollständigen Verbrauch der eingesetzten Glukose ab. Der Kurvenverlauf weist auf Limitie-
rungen im Medium hin, die in den komplexen Medienbestandteilen liegen. Das erste lokale 
Maximum deutet auf eine Diauxie, die sich schon früh im Fermentationsverlauf bemerkbar 
macht. Auf Grund der Komplexität der zugesetzten Medienkomponenten ist jedoch nicht 
feststellbar, welcher Bestandteil sich für die Gasbildung als limitierend erweist. Nach 
Erreichen der maximalen Gasbildungsrate liegt wahrscheinlich eine weitere Limitierung unter 
den gegebenen Bedingungen vor. Indes ist in diesem Fall nicht klärbar, ob es sich um eine 
weitere Diauxie handeln könnte, da die im Medium verbliebene Glukose verbraucht wurde, 
bevor ein solcher Effekt in Erscheinung treten konnte. 
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Abb. 3-25: Gasbildungsraten im Verlauf von Fermentationen von C. aceto-
butylicum DSM 792 in mit Hefeextrakt und Pepton verstärktem Monot-Medium. 
 
 
Trotz der offensichtlichen Limitierungen in den komplexen Medienzusätzen sind die volume-
trischen Produktivitäten hinsichtlich der Gasbildung bei Einsatz des verstärkten MONOT-
Mediums deutlich erhöht. Sie liegen im Mittel etwa 40 % über den Raten, die im definierten 
Medium erreicht werden konnten. In Abb. 3-26 sind die volumetrischen Produktivitäten der 
rekombinanten Clostridien und des Wildtyps vergleichend dargestellt. Die Standard-
abweichungen der mittleren Gasproduktivität des Wildtyp-Stammes sind durch horizontale 
Linien veranschaulicht. Die maximalen volumetrischen Gasproduktivitäten lagen bei allen 
untersuchten rekombinanten Stämmen im unteren Bereich oder knapp unterhalb der Varia-
tionsbreite des Wildtyp-Stammes, wobei die Abweichungen von seiner mittleren Gasproduk-
tivität bis zu 250 mL ·L-1·h-1 betrugen. 
 
Tab. 3-8 zeigt die Ausbeuten für Wasserstoff und die quantifizierbaren löslichen Produkte in 
den durchgeführten Fermentationen. Sie sind in allen Ansätzen nahezu konstant und lassen 
keinen Schluss auf eine Veränderung des Metabolismus durch die eingebrachten Plasmide zu. 
In allen Fermentationen konnten zwar geringe Mengen an Butanol und Ethanol detektiert 
werden, ihre Konzentrationen lagen allerdings wie bei Verwendung des definierten MONOT-
Mediums außerhalb des quantifizierbaren Bereichs. In keinem der Ansätze konnte eine 
Acetonbildung festgestellt werden. Die erwartungsgemäß sehr geringe Lösungsmittelproduk-
tion ist durch die pH-Regulierung bedingt, da die Induktion von Enzymen der entsprechenden 
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Stoffwechselwege letztendlich durch die Akkumulation von Butyryl- und Acetylphosphat in 
der Zelle bei niedrigen pH-Werten und hohen Säurekonzentrationen erfolgt [ZHAO ET AL., 
2005]. Der daraufhin phosphorylierte Transkriptionsfaktor Spo0A, der die Expression dieser 
Enzyme reguliert, leitet außerdem die kaskadenartige Expression alternativer Sigmafaktoren 
ein, die schließlich auch zur Sporulation der Organismen führt [HARRIS ET AL., 2002; 
THORMANN ET AL., 2002; DÜRRE UND HOLLERGSCHWANDNER, 2004]. Folglich verhindert die 
pH-Regulierung sowohl den Übergang in die Lösungsmittelbildungsphase als auch die darauf 
folgende Sporulation der Clostridien, so dass die eingesetzte Glukose vollständig umgesetzt 
werden konnte und im Medium hauptsächlich Essig- und Buttersäure detektiert wurden. Die 
dennoch gemessenen geringen Konzentrationen an Alkoholen zeigen, dass auch in der 
Säurebildungsphase die Repression der entsprechenden Gene nicht vollständig ist. Auch die 
anhand der Wachstumsraten ermittelten spezifischen Produktivitäten, die zwischen 1.100 und 
1.200 mL·g-1·h-1 lagen, lassen auf keinen eindeutigen Effekt der zusätzlichen Genkopien der 
Hydrogenase-Gene schließen. Sie scheinen daher auch bei der Verwendung des Komplex-
mediums keinen Einfluss auf die Wasserstoffproduktion der Organismen zu haben. Die 
Ergebnisse deuten möglicherweise eher darauf hin, dass die zusätzlichen Plasmide bzw. die 
Expression der plasmidcodierten Hydrogenasen die Gasproduktivität geringfügig verringern. 
 
Abb. 3-26: Vergleich der volumetrischen Gasproduktivitäten fermentierter 
rekombinanter Clostridien. Die mittlere Produktivität des Wildtyps ist durch 
eine rote, die entsprechenden Standardabweichungen durch schwarze 
horizontale Linien eingezeichnet. 
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Tab. 3-8:Vergleich der mittleren Ausbeuten für Wasserstoff, Essig- und Buttersäure in Fermentationen 
rekombinanter Clostridien. 
Stamm Wasserstoffausbeute [mol·mol-1] 
Essigsäureausbeute 
[mol·mol-1] 
Buttersäureausbeute 
[mol·mol-1] 
C. acetobutylicum 
DSM 792 1,79 0,27 0,49 
C. acetobutylicum 
DSM 792 [pSOS] 1,77 0,30 0,47 
C. acetobutylicum 
DSM 792 [pSOShydACa] 1,81 0,32 0,48 
C. acetobutylicum 
DSM 792 [pSOShydACb] 1,80 0,31 0,51 
 
 
3.3.2.4 Einfluss von Eisen auf die Wasserstoffbildung der rekombinanten Clostridien 
 
Clostridiale [FeFe]-Hydrogenasen besitzen insgesamt fünf Eisen-Schwefel-Zentren mit einem 
Eisengehalt von 20 g Eisenatomen pro Mol Enzym [PETERS ET AL., 1998], so dass im Fermen-
tationsmedium ausreichend Eisen zur Verfügung stehen muss, damit aktive Hydrogenasen 
synthetisiert werden können. Insbesondere hinsichtlich der erwarteten Überexpression von 
Hydrogenasen weist das für native Zellen von C. acetobutylicum entwickelte Medium nach 
MONOT möglicherweise eine Eisenlimitierung auf, die auch nicht durch Zugabe komplexer 
Medienbestandteile wie Pepton und Hefeextrakt ausgeglichen werden kann. Aus diesem 
Grund wurde in weiteren Fermentationen der rekombinanten Clostridien die Eisenkonzen-
tration im Medium erhöht. Alle Fermentationen wurden unter den gleichen Bedingungen 
durchgeführt und lediglich die Eisenkonzentration variiert. Der Verlauf der Gasbildung und 
die Wasserstoffausbeute blieben bei allen Fermentationen unverändert (Kapitel 3.3.2.3). 
Abb. 3-27 stellt die Gasproduktivitäten der fermentierten Stämme bei unterschiedlichen 
Eisenkonzentrationen im Medium vergleichend gegenüber. Zu Vergleichszwecken ist wiede-
rum die Schwankungsbreite der volumetrischen Produktivitäten des Wildtyp-Stammes bei 
einer Eisenkonzentration von 10 mg·L-1 (Standardbedingungen) in Form horizontaler Linien 
dargestellt. 
 
Die Ergebnisse lassen keinen eindeutigen Effekt der erhöhten Eisenkonzentration auf die 
Gasproduktivität erkennen. Zwar waren die höchsten maximalen Produktivitäten bei Eisen-
konzentrationen von 40 bzw. 60 mg·L-1 zu verzeichnen, allerdings unterlagen die Resultate 
deutlich größeren Schwankungen als die der Wildtyp-Fermentationen unter Standard-
bedingungen. Im Mittel besaß wiederum der Wildtyp-Stamm die höchste Produktivität, so 
dass bei Betrachtung aller Fermentationsergebnisse davon ausgegangen werden muss, dass 
das in den Organismus gebrachte Plasmid eher einen negativen Einfluss auf die Wasserstoff-
produktionsraten von C. acetobutylicum hat und auch durch eine Erhöhung der Eisen-
konzentration im Medium keine generellen Produktivitätssteigerungen erzielt werden können. 
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Die maximal erreichte volumetrische Gasproduktivität lag bei etwa 3.600 mL·L-1·h-1, was ca. 
2 L·L-1·h-1 reinem Wasserstoff entspricht. Auch ein Einfluss auf die Wasserstoffausbeute 
konnte nicht beobachtet werden. Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen dieser 
Arbeit, konnte im Fall von C. paraputrificum durch Überexpression des eigenen Gens eine 
etwa 1,7-fache Steigerung der Wasserstoffausbeuten erzielt werden [MORIMOTO ET AL., 
2005]. Auch durch eine Deletion des Acetatkinase-Gens in C. tyrobutyricum konnte eine 
Steigerung der Wasserstoffbeute erreicht werden, wobei in diesem Fall sogar eine etwa 1,9-
fache Steigerung zu verzeichnen war. [LIU ET AL., 2006]. 
 
Abb. 3-27: Volumetrische Gasbildungsraten bei Variation der Eisenkonzentration im Medium. Die 
mittlere Produktivität des Wildtyps ist durch eine rote, die entsprechenden Standardabweichungen 
durch schwarze horizontale Linien eingezeichnet 
 
 
Die Ergebnisse der Fermentationen liefern keinen Hinweis darauf, ob die plasmidcodierten 
Hydrogenase-Gene tatsächlich transkribiert und die entsprechenden Enzyme exprimiert wer-
den. Aus diesem Grund wurde im Folgenden untersucht, ob die in den Organismen nachge-
wiesenen Plasmide ihre angestrebte Funktion erfüllen. Hierfür wurden sowohl die Trans-
kription der plasmidcodierten Gene als auch die Proteinexpression in den rekombinanten 
Zellen analysiert. 
 
 
3.3.2.3 Transkription plasmidcodierter [FeFe]-Hydrogenase-Gene 
 
Die konstruierten Shuttle-Vektoren bewirkten nach ihrer Transformation in C. acetobutylicum 
DSM 792 im Prinzip insbesondere hinsichtlich der zu untersuchenden Wasserstoffproduktion 
keine Veränderungen. Der Nachweis der Vektoren in den Clostridien-Zellen im Verlauf der 
Stamm von C. acetobutylicum DSM 792
Wildtyp pSOS pSOShydACa pSOShydACb 
V
ol
um
et
ris
ch
e 
G
as
pr
od
uk
tiv
itä
t [
m
L·
L-
1 ·h
-1
]
0
1000
2000
3000
4000
10 mg·L-1
20 mg·L-1
40 mg·L-1
60 mg·L-1
Eisenkonzentration 
Ergebnisse und Diskussion   
84 
Fermentationen belegt nicht, ob die plasmidcodierten Hydrogenase-Gene transkribiert 
werden. Aus diesem Grund wurden Zellproben auf ihren Gehalt entsprechender mRNA analy-
siert. 
 
Im Fall der homologen Expression der C. acetobutylicum Hydrogenase (HydACa) wurde das 
Zielgen sowohl inklusive des eigenen Promotors als auch des Terminators in den Shuttle-
Vektor pSOS kloniert (3.3.2.1), so dass sich eventuelle, plasmidcodierte Transkripte nicht von 
chromosomalen unterscheiden lassen. Daher wurde der Gehalt an hydA-mRNA fermentierter 
Clostridien mittels Realtime-PCR quantifiziert, um auf diese Weise einen Hinweis auf die 
Funktionalität des konstruierten Vektors in der Zelle zu erhalten. Die Ergebnisse wurden auf 
die parallel quantifizierte mRNA der konstitutiv exprimierten Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (gapC) bezogen, um Schwankungen z.B. bei der RNA-Extraktion auszuglei-
chen. Für die Quantifizierung wurden die beiden untersuchten Gene (hydA und gapC) mittels 
PCR (Primer HYDACA_down/HYDACA_up bzw. GAPC_down/GAPC_up) aus genomi-
scher DNA von C. acetobutylicum DSM 792 amplifiziert und jeweils in den Vektor pGEM®-
T Easy kloniert. Die erhaltenen Plasmide dienten als Templat für die Erstellung von Kalibrier-
reihen während der quantitativen Realtime-PCR. Aus jeweils zwei Fermentationen wurden 
Zellproben der zu untersuchenden Stämme C. acetobutylicum DSM 792 [pSOShydACa] 
sowie des Plasmidkontroll-Stammes C. acetobutylicum DSM 792 [pSOS] entnommen, wobei 
die anschließenden Analysen in mehreren Verdünnungsstufen durchgeführt wurden. Die 
Probennahme erfolgte jeweils in der gleichen Wachstumsphase der Kulturen, kurz nach 
Erreichen der maximalen Gasbildungsrate. Aus den Zellen wurde die Gesamt-RNA isoliert 
und diese mittels Zufalls-Nonamer-Oligonukleotid-Primern und Reverse Transkriptase in 
cDNA umgeschrieben. Die synthetisierte cDNA wurde in der Realtime-PCR für die Quanti-
fizierung eingesetzt, wobei jeweils nur Teilfragmente von 170-180 bp der beiden Gene ampli-
fiziert wurden (Kap. 2.3.8). Die erhaltenen Ergebnisse zeigt Abb. 3-28. Die Quantifizierung 
der Hydrogenase-mRNA ergab, dass die zusätzlichen Genkopien des hydA-Gens in 
C. acetobutylicum DSM 792 [pSOShydACa] etwa zu einer Vervierfachung der entsprechen-
den intrazellulären Transkript-Konzentration führen. Demnach wird das vom Shuttle-Vektor 
codierte Gen aktiv transkribiert und der erhöhte mRNA-Gehalt der Zellen kann folglich 
theoretisch als Grundlage für eine gesteigerte Hydrogenase-Expression dienen. Die 
Ergebnisse zeigen weiterhin, dass der Gehalt an gapC-mRNA in säureproduzierenden Zellen 
von C. acetobutylicum DSM 792 höher ist als der an hydA-mRNA, obwohl auch die 
Expression der [FeFe]-Hydrogenase in dieser Phase nicht reprimiert ist. 
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Abb. 3-28: Quantifizierung des Hydrogenase mRNA-Gehalts fermentierter 
C  acetobutylicum DSM 792 [pSOS] und C. acetobutylicum DSM 792 
[pSOShydACa]. 
 
 
Der Nachweis der Transkription des Hydrogenase-Gens aus C. butyricum DSM 10702 
(hydACb) in C. acetobutylicum erfolgte mittels RT-PCR und anschließender Detektion der 
cDNA mittels PCR. Die Erststrangsynthese nach der RNA-Extraktion wurde mit Hilfe von 
Zufalls-Nonamer-Primern durchgeführt und für die Detektion der cDNA u.a. ein Oligo-
nukleotid-Primer (HYDACBint) verwendet, der auf Grund seiner geringen Homologie zum 
endogenen Hydrogenase-Gen von C. acetobutylicum DSM 792 spezifisch für das plasmid-
codierte Gen hydACb ist. Als Kontrollen dienten zusätzlich Ansätze des Wildtyp-Stammes, 
sowie von C. acetobutylicum DSM 792 [pSOS]. Das Ergebnis der abschließend durch-
geführten PCR-Reaktionen zeigt das Agarose-Gel in Abb. 3-29. 
 
 
Abb. 3-29: Nachweis der hydACb-mRNA in C. acetobutylicum 
DSM 792 [pSOShydACb] 1. GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder, 2. 
pSOShydACb (+RT), 3. pSOShydACb (-RT), 4. Wildtyp (+RT), 5. 
pSOS (+RT), 6. genomische DNA C. acetobutylicum DSM 792 
pSOShydACb, 7. genomische DNA Wildtyp. 
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Das mittels der spezifischen Oligonukleotid-Primer amplifizierte Fragment hatte ungefähr die 
erwartete Größe von 420 bp. Es wurde in den Vektor pGEM®-T Easy ligiert und durch 
Sequenzierung nachgewiesen, dass es sich um den entsprechenden Teil des Hydrogenase-
Gens aus C. butyricum DSM 10702 handelte. Das Agarose-Gel (Abb. 3-29) zeigt, dass die 
mRNA des C. butyricum hydA-Gens ausschließlich in Zellen detektiert werden konnte, die 
den Shuttle-Vektor pSOShydACb enthielten. Das Gen wird folglich im Verlauf der Fermen-
tation transkribiert, was darauf hinweist, dass die C. acetobutylicum RNA-Polymerase den 
Promotor des C. butyricum hydA-Gens erkennt. Die Spezifität der eingesetzten Oligonu-
kleotid-Primer für das hydA-Gen aus C. butyricum wird zusätzlich durch die PCR-Ergebnisse 
beim Einsatz der jeweiligen genomischen DNA verdeutlicht. Lediglich das hydA-Gen aus 
C. butyricum kann in der PCR als Matrize dienen, während das Fragment aus 
C. acetobutylicum DNA nicht amplifiziert wird. 
 
 
3.3.2.4 Expression plasmidcodierter [FeFe]-Hydrogenasen 
 
Die in den fermentierten rekombinanten Clostridien nachgewiesenen Transkripte der klonier-
ten Hydrogenase-Gene aus C. acetobutylicum und C. butyricum deuten darauf hin, dass die 
Vektorkonstrukte die angestrebte Funktion erfüllen. Um ein Indiz auf die heterologe bzw. 
homologe Überexpression der Hydrogenasen zu erhalten, wurden Zellen aus ansatzweisen 
Fermentationen kurz nach Erreichen der maximalen Gasbildungsraten entnommen, die Zellen 
aufgeschlossen und die Rohextrakte auf ihre spezifischen Hydrogenase-Aktivitäten unter-
sucht. Hierfür wurden Zellen aus mehreren Fermentationen analysiert und jeweils mehrere 
Zellproben für die Messungen herangezogen. Die Ergebnisse der Aktivitätsbestimmungen, die 
durch photometrische Messung der Reduktion von Methylviologen erfolgte, zeigt Abb. 3-30. 
 
Zellen, die nachweislich den Shuttle-Vektor pSOShydACa enthielten, wiesen in allen 
Ansätzen die höchsten spezifischen Aktivitäten auf. Sie lagen im Mittel um etwa das Drei- bis 
Fünffache über denen das Kontrollplasmid pSOS beinhaltenden Zellen bzw. denen des Wild-
typs. Auch der Stamm C. acetobutylicum DSM 792 [pSOShydACb] zeigte eine leicht erhöhte 
Hydrogenase-Aktivität im Rohextrakt, die jedoch ebenfalls deutlich niedriger lag als die von 
C. acetobutylicum DSM 792 [pSOShydACa]. Die gesteigerten Hydrogenase-Aktivitäten der 
rekombinanten Clostridien lassen vermuten, dass die zusätzlichen Genkopien zu einer 
Erhöhung des intrazellulären Gehalts aktiver [FeFe]-Hydrogenasen führen. Die dargestellten 
Ergebnisse deuten somit ebenfalls auf die Funktionalität der in den Organismus einge-
schleusten Plasmidkonstrukte hin. Allerdings führt die Transformation von C. acetobutylicum 
mit pSOShydACb, bei dem das hydA-Gen aus C. butyricum unter der Kontrolle des eigenen 
Promotors liegt, nur zu einer geringen Steigerung der spezifischen Hydrogenase-Aktivität. 
Als Grund hierfür kommt der möglicherweise in C. acetobutylicum nur schwach wirksame 
Promotor oder aber eine Instabilität der synthetisierten mRNA in Frage. 
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Abb. 3-30: Spezifische Hydrogenase-Aktivitäten fermentierter rekombinanter 
Zellen von C. acetobutylicum DSM 792. 
 
 
Ein direkter Nachweis der exprimierten Enzyme war mit den verwendeten Systemen nicht 
möglich. Aus diesem Grund wurden die beiden Hydrogenase-Gene mittels PCR an ihrem C-
Terminus mit Sequenzen versehen, die für einen Hexahistidin-Tag (6xHis-Tag) codieren, 
wofür die Oligonukleotid-Primer HYDACAHIS_down und HYDACAHIS_up bzw. 
HYDACBHIS_down und HYDACBHIS_up Verwendung fanden. Der Shuttle-Vektor 
pSOS95 wurde mit den Restriktionsendonukleasen PstI und NarI behandelt, um das 
künstliche Operon aus dem Plasmid zu entfernen. Die PCR-Produkte, die zusätzlich bei der 
Amplifikation mit spezifischen Restriktionsstellen versehen worden waren, wurden über die 
mit den Vektor-Überhängen kompatiblen Enden in das linearisierte Plasmid ligiert. Die 
beiden Vektoren wurden pSOShydACahis bzw. pSOShydACbhis genannt. Transformationen, 
Selektion, Methylierung und Nachweis der konstruierten Vektoren in C. acetobutylicum 
DSM 792 wurden wie zuvor beschrieben durchgeführt (Kapitel 3.3.2.1). Zellproben der 
transformierten Organismen wurden aufgeschlossen und die Rohextrakte in einer SDS-PAGE 
mit anschließendem Western Blot eingesetzt. Für den spezifischen Nachweis des 6xHis-Tags 
wurde ein Penta-His-Antikörper verwendet. Zur Kontrolle dienten Zellen des Wildtyps bzw. 
Zellen, die das Kontrollplasmid pSOS enthielten. Zusätzlich wurden Rohextrakte des E. coli 
Stammes untersucht, in denen die jeweiligen Shuttle-Vektoren methyliert worden waren. Das 
Ergebnis des durchgeführten Immunoblots zeigt Abb. 3-31. 
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Abb. 3-31: Western Blot zum Nachweis plasmidcodierter [FeFe]-
Hydrogenasen in C. acetobutylicum DSM 792 sowie in E. coli 
ER2275 [pAN1]. 1. 6xHis Ladder, 2. C. acetobutylicum [pSOShydA-
Cbhis], 3. C. acetobutylicum [pSOShydACahis], 4. C. acetobutylicum 
[pSOS], 5.  C. acetobutylicum Wildtyp, 6. PageRulerTM Prestained 
Protein Ladder. 
 
 
Die durch die Plasmide pSOShydACahis und pSOShydACbhis codierten Hydrogenasen 
konnten auf Grund ihres C-terminalen 6xHis-Tags in C. acetobutylicum DSM 792 detektiert 
werden, wobei jedoch ein beträchtlicher Unterschied in der Stärke des Signals festgestellt 
werden konnte. Die exprimierten Enzyme besitzen ein berechnetes Molekulargewicht von ca. 
65 kDa. Sowohl in Zellen des Wildtyps als auch in Zellen, die das Kontrollplasmid enthielten, 
konnte kein Signal nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht, dass die detektierten Proteine 
durch die konstruierten Plasmide codiert werden müssen. Das Ergebnis ist ein direkter 
Nachweis für die Expression der plasmidcodierten Hydrogenasen in C. acetobutylicum und 
steht im Einklang mit den Hinweisen der vorherigen Kapitel. Auffällig ist die festgestellte 
Diskrepanz zwischen den spezifischen Hydrogenase-Aktivitäten der verschiedenen Clostri-
dien-Stämme. Auch der das C. butyricum Hydrogenase-Gen enthaltende Stamm wies nur eine 
geringe Hydrogenase-Aktivität auf, obwohl das entsprechende Transkript detektiert werden 
konnte. Die extrem unterschiedlich starken Signale des Western Blots für die beiden 
Hydrogenasen bestätigen jedoch die Resultate der Aktivitätsmessungen. Vermutlich ist der 
Promotor des Hydrogenase-Gens aus C. butyricum DSM 10702 in C. acetobutylicum 
DSM 792 deutlich schwächer als der des endogenen hydA-Gens. Ein weiterer Grund für die 
geringe Expression der C. butyricum Hydrogenase könnte in einer instabileren mRNA oder in 
einem proteolytischen Abbau des Fremdproteins liegen. In einem Western Blot konnte 
außerdem gezeigt werden, dass die C. acetobutylicum Hydrogenase in geringem Maße auch in 
E. coli ER2275 exprimiert wird, während das Enzym aus C. butyricum in diesem Stamm nicht 
nachgewiesen werden konnte. Eine Aktivität des in E. coli exprimierten Enzyms ist jedoch 
auf Grund der bei der Expression fehlenden Reifungsfaktoren ausgeschlossen. 
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Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei Verwendung eines in C. acetobuty-
licum DSM 792 starken Promotors Hydrogenasen in diesem Organismus überexprimiert 
werden können, diese allerdings unter Fermentationsbedingungen weder zu einer Steigerung 
der volumetrischen Wasserstoffproduktivitäten noch der Ausbeuten führen. Ein Expressions-
system für verschiedene prokaryontische und eukaryontische [FeFe]-Hydrogenasen mit dem 
Ziel der Aufreinigung aktiver Enzyme konnte zwar bereits vor wenigen Jahren etabliert 
werden, aber eine Charakterisierung der Wasserstoffproduktivität dieser Organismen wurde 
damals nicht vorgenommen [GIRBAL ET AL., 2005]. Unter den verwendeten Versuchs-
bedingungen, erwies sich der Hydrogenase-Gehalt der Zellen für die fermentative Wasser-
stoffproduktion als nicht limitierend, so dass davon ausgegangen werden muss, dass andere 
Faktoren wie etwa die Glykolyserate, die Thermodynamik der Reaktionen in der Zelle [LEE 
ET AL., 2008] oder aber die Wasserstoffübersättigung des Fermentationsmediums [PAUSS ET 
AL., 1990] für die Produktivität und Ausbeute entscheidend sind. 
 
 
3.3.3 Inhibierung der Thiolase-Expression durch Antisense-RNAs (asRNAs) 
 
3.3.3.1 Shuttle-Vektoren für die Expression von asRNAs gegen Transkripte des Thiolase-
Gens 
 
Die theoretisch mögliche Ausbeute an molekularem Wasserstoff wird wie in Kap. 3.1.4 
beschrieben unter anderem durch das Verhältnis der gebildeten organischen Säuren zueinan-
der beeinflusst. Die Reduktion des Ferredoxins kann zusätzlich zur Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktase auch durch NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase erfolgen, die die thermo-
dynamisch ungünstige Ferredoxin-Reduktion durch NADH katalysiert. Da die Bildung von 
Buttersäure zur Regenerierung des NAD+-Haushalts der Zelle der Wasserstoffproduktion 
Elektronen entzieht, ist die mögliche Wasserstoffausbeute bei ausschließlicher Buttersäure-
produktion theoretisch geringer als bei reiner Essigsäurebildung. Auch die ATP-Ausbeute ist 
bei Bildung von Buttersäure nur halb so hoch wie bei der Produktion von Essigsäure 
[WIESENBORN ET AL., 1988]. Die Aktivität der NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase kann 
jedoch unter natürlichen Bedingungen nicht ausreichend NAD+ regenerieren, um eine hohe 
Glykolyserate aufrechtzuerhalten, so dass im Stoffwechsel säurebildender Clostridien eine 
Balance zwischen NAD+-Regeneration (Buttersäurebildung) und höherer ATP-Ausbeute 
(Essigsäurebildung) besteht. Eine mögliche Erhöhung der Aktivität der NADH-Ferredoxin-
Oxidoreduktase könnte die Bedeutung der NAD+-Regenerierung durch Buttersäureproduktion 
verringern und somit zu einer Erhöhung der Wasserstoffausbeuten führen. Die Aktivität der 
NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase ist direkt von der Acetyl-CoA Konzentration in der Zelle 
abhängig, da dieser Intermediärmetabolit eine aktivierende Wirkung auf das Enzym hat 
[JUNGERMANN ET AL., 1971; PETITDEMANGE, 1976]. Eine Erhöhung der intrazellulären 
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Acetyl-CoA Konzentration durch Inhibierung Acetyl-CoA verbrauchender Reaktionen könnte 
daher die Aktivität der NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase und somit auch die Ausbeute 
molekularen Wasserstoffs erhöhen. 
 
 
Abb. 3-32: Konstruktion von Shuttle-Vektoren zur Expression von asRNA gegen die mRNA des Thiolase-Gens 
in C. acetobutylicum. 
 
 
Durch eine verminderte Thiolase-Aktivität in der Zelle könnte einerseits die intrazelluläre 
Acetyl-CoA Konzentration erhöht und andererseits der im Metabolismus folgenden 
Reduktion das Substrat (Acetoacetyl-CoA) entzogen werden, was möglicherweise einen 
Einfluss auf die erzielbaren Wasserstoffausbeuten haben könnte. Daher wurden Plasmide 
konstruiert, in denen entweder das vollständige Thiolase-Gen oder Teilfragmente des Gens in 
Antisense-Orientierung unter die Kontrolle des eigenen Promotors (Pthl) gebracht wurden. Die 
Konstruktion der Shuttle-Vektoren veranschaulicht Abb. 3-32. Die zu klonierenden Frag-
mente wurden zunächst mittels PCR aus genomischer DNA von C. acetobutylicum DSM 792 
amplifiziert, wobei mit Hilfe des Oligonukleotid-Primers THLCAASR1 jeweils die 
Ribosomenbindestelle des Gens mit amplifiziert und zusätzlich eine Schnittstelle für die 
Endonuklease NarI generiert wurde. Durch Einsatz der Primer THLCAASF1, THLCAASF2 
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und THLCAASF3 in Kombination mit THLCAASR1 wurden jeweils unterschiedlich lange 
Teilfragmente des Gens erzeugt, die am entgegengesetzten Ende je eine Schnittstelle für das 
Restriktionsenzym BamHI aufwiesen. Die drei Fragmente umfassten 100, 76 bzw. 31 % der 
codierenden Region des Thiolase-Gens. Sie wurden nach Entfernung des künstlichen Operons 
in den Vektor pSOS95 ligiert, um so durch ihre Transkription eine zur Thiolase-mRNA 
komplementäre RNA zu generieren. Die Plasmide wurden wie zuvor beschrieben in E. coli 
ER2275 [pAN1] in vivo methyliert und schließlich für die Transformation von C. acetobu-
tylicum DSM 792 durch Elektroporation eingesetzt. Allerdings konnte der Organismus auch 
durch mehrere Versuche nicht mit dem Vektor pSOSasthl2 transformiert werden, so dass in 
den folgenden Versuchen lediglich mit zwei Konstrukten gearbeitet werden konnte. 
 
 
 
3.3.3.2 Fermentationen mit asRNA-exprimierenden Clostridien-Stämmen 
 
Die rekombinanten Clostridien-Stämme wurden wie in Kap. 3.3.2.2 beschrieben ansatzweise 
in mit Pepton und Hefeextrakt verstärktem MONOT-Medium fermentiert und die Ergebnisse 
mit denen des Stammes C. acetobutylicum DSM 792 [pSOS] und des Wildtyps verglichen. 
Den Fermentationen entnommene Zellproben wurden auf ihren Plasmidgehalt überprüft sowie 
die Fermentationsprodukte in Abgas und Medium analysiert. Der Verlauf der Gasbildung 
zeigte keinen Unterschied zu denen des Wildtyps bzw. des Plasmidkontroll-Stammes. Tab. 
3-9 stellt die Ergebnisse vergleichend gegenüber. Im Fall von C. acetobutylicum DSM 792 
[pSOSasthl3] lag die maximale volumetrische Produktivität mit ca. 2.820 mL·L-1·h-1 etwas 
unterhalb der der Kontrollstämme, während Zellen, die das Plasmid pSOSasthl1 enthielten, 
kaum einen Unterschied ihrer maximalen Gasbildungsrate gegenüber den Kontrollstämmen 
aufwiesen. Ferner zeigten die Wasserstoff-, Essig- und Buttersäureausbeuten keine 
signifikanten Veränderungen und die bestimmten maximalen spezifischen Produktivitäten 
wiesen ebenfalls keine Unterschiede auf. Auch in diesem Fall scheinen die in 
C. acetobutylicum DSM 792 gebrachten Shuttle-Vektoren keinen erkennbaren Einfluss auf 
den Metabolismus zu haben. 
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Tab. 3-9: Vergleich der Ausbeuten für Wasserstoff, Essig- und Buttersäure der asRNA exprimierenden Clostri-
dien-Stämme mit denen der Kontrollen. 
Stamm Wasserstoffausbeute [mol·mol-1] 
Essigsäureausbeute 
[mol·mol-1] 
Buttersäureausbeute 
[mol·mol-1] 
C. acetobutylicum 
DSM 792 1,79 0,27 0,49 
C. acetobutylicum 
DSM 792 [pSOS] 1,77 0,30 0,47 
C. acetobutylicum 
DSM 792 [pSOSasthl1] 1,73 0,28 0,48 
C. acetobutylicum 
DSM 792 [pSOSasthl3] 1,78 0,34 0,46 
 
 
3.3.3.3 Nachweis der Thiolase-asRNAs in C. acetobutylicum 
 
Die konstruierten Plasmide pSOSasthl1 und pSOSasthl3 waren zwar in allen Zellproben der 
Fermentationen nachweisbar, ihre bezweckte Funktion in den Organismen ist damit jedoch 
nicht belegt. Daher wurde im Folgenden untersucht, ob die verschiedenen asRNAs in 
C. acetobutylicum transkribiert werden. Hierfür musste eine Möglichkeit zur spezifischen 
Detektion der Thiolase-asRNA, insbesondere bezüglich der Unterscheidung zur konstitutiv 
exprimierten, zelleigenen Thiolase-RNA, gefunden werden. 
 
Eine Strategie zur Detektion der asRNAs lieferte die Vorgehensweise bei der Klonierung der 
entsprechenden DNA-Fragmente in den C. acetobutylicum - E. coli Shuttle-Vektor. Durch die 
Restriktion mit BamHI und NarI wurde das künstliche Operon nicht vollständig aus pSOS95 
entfernt, so dass nach Ligation der Fragmente des Thiolase-Gens in Antisense-Orientierung 
die möglichen Transkripte an ihrem 3’-Ende noch wenige Nukleotide des Gens der Aceto-
acetat-Decarboxylase (adc) besitzen. Daher erfolgte nach Isolierung der Gesamt-RNA aus 
Zellen, die den Fermentationen kurz nach Erreichen der maximalen Gasbildungsrate 
entnommen worden waren, die Erststrang-Synthese der cDNA nicht mit Zufalls-Nonameren, 
sondern mit Hilfe des Oligonukleotid-Primers THLCAASRNA3. Durch Hybridisierung 
dieses Primers mit der adc-Sequenz sollte ausschließlich die mRNA des chromosomalen adc-
Gens sowie die zu detektierende asRNA revers transkribiert werden. Eine reverse 
Transkription der endogenen Thiolase-mRNAs sollte auf diese Weise nicht stattfinden. Eine 
hohe Spezifität der cDNA-Synthese wurde zusätzlich dadurch erreicht, dass direkt am 3’-
Ende des Primers die NarI-Erkennungssequenz lag, die im gesamten Genom von 
C. acetobutylicum DSM 792 lediglich 64 Mal vorkommt, so dass eine Hybridisierung an 
anderer Stelle trotz der niedrigen Reaktionstemperaturen während der reversen Transkription 
als unwahrscheinlich zu betrachten ist. Abb. 3-33 zeigt den transkribierten DNA-Abschnitt 
am Beispiel des Vektors pSOSasthl1. 
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Abb. 3-33: Transkribierter DNA-Abschnitt in pSOSasthl1 zur Generierung von 
asRNA gegen Thiolase-mRNA, adc: 3’-Terminus des Gens der Acetoacetat-
Decarboxylase. 
 
 
Die Detektion der spezifisch synthetisierten cDNAs erfolgte mittels PCR unter Einsatz der 
thl-spezifischen Oligonukleotid-Primer THLCAASRNA2 und THLCAASR1. Neben An-
sätzen, in denen die Reverse Transkriptase weggelassen wurde (-RT), dienten Zellen sowohl 
des Wildtyps als auch des Stammes C. acetobutylicum DSM 792 [pSOS] als Kontrolle. In 
Abb. 3-34 sind die Ergebnisse der abschließenden PCR-Reaktionen dargestellt. Die cDNAs 
der Antisense-Transkripte konnten ausschließlich in den Stämmen detektiert werden, die die 
Plasmide pSOSasthl1 bzw. pSOSasthl3 enthielten, so dass gezeigt werden konnte, dass die 
jeweiligen asRNAs in C. acetobutylicum gebildet werden. Die Klonierung des amplifizierten 
Fragments in pGEM®-T Easy mit folgender Sequenzierung ergab, dass es sich um den 
gesuchten Abschnitt des Thiolase-Gens handelte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3-34: Detektion der durch die Plasmide pSOSasthl1 und pSOSasthl3 kodierten 
asRNAs in C. acetobutylicum DSM 792 durch spezifische RT-PCR und anschließende 
PCR. 1.+7. GeneRulerTM 1 kb DNA-Ladder, 2.+8. pSOSasthl1 bzw. pSOSasthl3 +RT, 
3.+9. pSOSasthl1 bzw. pSOSasthl1 –RT, 4.+10. Wildtyp +RT, 5.+11. pSOS +RT, 
6.+12. genomische DNA. 
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3.3.3.4 Einfluss der asRNAs auf die Aktivität der Thiolase 
 
Ein Effekt der synthetisierten asRNAs konnte am Fermentationsverlauf nicht beobachtet 
werden. Um dennoch einen Hinweis auf die Funktion der asRNAs in den Clostridien-Zellen 
zu erhalten, wurden Zellproben der fermentierten Stämme auf ihre spezifischen Thiolase-
Aktivitäten untersucht. Die Zellen wurden dem Reaktor kurz nach Erreichen der maximalen 
Gasbildungsrate entnommen, aufgeschlossen und die Aktivität des Enzyms durch 
photometrische Messung der Thiolyse von Acetoacetyl-CoA bestimmt. Die Ergebnisse zeigt 
Abb. 3-35. In beiden Stämmen, die die jeweilige asRNA exprimierten, konnte eine deutliche 
Reduktion der mittleren spezifischen Aktivität der Thiolase beobachtet werden. Im Mittel 
erreichte die spezifische Thiolase-Aktivität des Stammes C. acetobutylicum DSM 792 
[pSOSasthl1] nur etwa 9 % des Wildtyps bzw. 13 % des Plasmidkontroll-Stammes, während 
sie im Fall von C. acetobutylicum DSM 792 [pSOSasthl3] bei ca. 13 bzw. 21 % der 
Kontrollen lag. Sowohl der Wildtyp als auch der Plasmidkontroll-Stamm zeigten bei den 
Aktivitätsmessungen große Schwankungen. Da alle Zellproben dem Reaktor in der gleichen 
Wachstumsphase entnommen und im Weiteren gleich behandelt wurden, findet sich keine 
plausible Erklärung für die variierenden Enzymaktivitäten, zumal die Proteinkonzentration in 
allen Ansätzen vergleichbar war. Dennoch lagen die Aktivitäten in allen Fällen deutlich über 
denen der asRNA-exprimierenden Stämme, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die 
synthetisierten asRNAs die Translation negativ beeinflussen und die zellinterne Thiolase-
Konzentration verringert ist. 
 
 
Abb. 3-35: Spezifische Thiolase-Aktivitäten asRNAs exprimierender 
Zellen von C. acetobutylicum DSM 792 im Vergleich zum Wildtyp bzw. 
zum Plasmidkontroll-Stamm. 
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Trotz erfolgreicher Reduktion der Thiolase-Aktivität ist unter den getesteten Bedingungen 
kein Einfluss auf den Gesamtmetabolismus zu erkennen. Vermutlich ist daher die Thiolase-
Konzentration in der Zelle für den Verlauf des Stoffwechsels ohne Bedeutung, sofern 
ausreichend Enzym in der Zelle vorhanden ist. Ähnliche Ergebnisse ergab die Expression von 
asRNAs, die komplementär zu Transkripten des Butyratkinase- bzw. des Phosphotrans-
butyrylase-Gens waren. Trotz deutlich reduzierter spezifischer Aktivitäten der beiden Enzyme 
blieb die Säureproduktion unverändert, was zeigte, dass der Fluss über diesen Stoffwechsel-
weg nicht durch die entsprechende Enzymkonzentration reguliert wird [DESAI UND 
PAPOUTSAKIS, 1999]. Allerdings konnte in diesem Fall eine erhöhte Lösungsmittel- bzw. 
Laktatbildung festgestellt werden, was verdeutlicht, dass der Metabolismus durch die asRNAs 
möglicherweise auf eine ganz andere, unerwartete Weise verändert werden kann. Im Gegen-
satz hierzu führte die Expression einer asRNA mit Komplementarität zur ctfB-mRNA (Unter-
einheit B der heterodimeren CoA-Transferase) direkt zur erwarteten Verringerung der 
Aceton- und Butanolbildung [TUMMALA ET AL., 2003 B].  
 
In Kap. 3.2.3.4 wurde der Einfluss des Verhältnisses der Konzentrationen von CoA zu Acetyl-
CoA auf die Aktivität von Thiolasen beschrieben. Das Enzym wird in vivo wahrscheinlich 
durch dieses Verhältnis reguliert [WIESENBORN ET AL., 1988]. Eine Verringerung der 
Thiolase-Konzentration müsste das beschriebene Verhältnis zunächst ebenfalls verringern. Im 
Gegenzug müsste das niedrige CoA/Acetyl-CoA-Verhältnis das Enzym selbst aktivieren, so 
dass die wenigen Thiolase-Moleküle das in der Glykolyse produzierte Acetyl-CoA mit 
maximaler Aktivität umsetzen und auf diese Weise die geringere Enzymkonzentration 
ausgeglichen wird. Der Fluss über diesen Knotenpunkt des clostridialen Metabolismus 
reguliert sich daher vermutlich selbst und wahrscheinlich hat erst ein Absinken der Thiolase-
Konzentration unter einen kritischen Wert einen entscheidenden Einfluss auf den 
Gesamtstoffwechsel. Eine mögliche Variante, das Verhältnis der organischen Säuren 
zueinander zu beeinflussen, könnte die parallel zur asRNA-Expression erfolgende Über-
expression der Essigsäure produzierenden Enzyme Phosphotransacetylase und Acetatkinase 
sein. Insbesondere eine höhere Phosphotransacetylase-Aktivität könnte am beschriebenen 
Verzweigungspunkt der Thiolase das Substrat entziehen und gleichzeitig durch Freisetzung 
von CoA das CoA/Acetyl-CoA-Verhältnis künstlich erhöhen, so dass die Thiolase-Aktivität 
weiter herabgesetzt werden könnte. Da Clostridien jedoch wahrscheinlich empfindlich auf 
eine zu geringe Thiolase-Aktivität reagieren, müsste der Fluss über die beiden 
Stoffwechselwege genau ausbalanciert werden, um für den Organismus letale Konstrukte zu 
vermeiden. 
 
Ein entscheidendes Indiz für den Grad des Einflusses von asRNAs in C. acetobutylicum 
scheint das Verhältnis von ausgeprägten doppelsträngigen Stamm-Strukturen zu freien 
Nukleotiden in der Sekundärstruktur der asRNA zu sein, da es ein Maß für die Zahl freier 
Nukleotide ist, die möglicherweise mit der komplementären mRNA interagieren können 
[TUMMALA ET AL., 2003 B]. Ein niedriges Verhältnis (bezogen auf 100 Nukleotide der RNA) 
bedingt einen stärkeren Einfluss auf die Translation, während durch ein hohes Verhältnis die 
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Translationseffizienz weniger beeinflusst wird [TUMMALA ET AL., 2003 C]. Mit Hilfe des 
Programmes RNAfold3 [GRUBER ET AL., 2008] wurden mögliche Sekundärstrukturen der 
asRNAs der drei konstruierten Plasmide berechnet, die auf der Minimierung der freien 
Energie bei der Ausbildung der Sekundärstruktur basieren [MATHEWS ET AL., 1999]. Für die 
Bestimmung des oben genannten Verhältnisses wurden die Strukturen mit der niedrigsten 
freien Energie gewählt. Abb. 3-36 zeigt als Beispiel die durch die Software modellierte RNA-
Struktur für die durch den Vektor pSOSasthl3 codierte asRNA. 
 
 
Abb. 3-36: Modell der möglichen Sekundärstruktur der asthl3-RNA, berechnet mit RNAfold durch Minimie-
rung der freien Energie. Die Lage der zur Ribosomenbindestelle komplementären Sequenz ist farbig markiert. 
 
 
Die Berechnungen für die möglichen asRNAs der Plasmide pSOSasthl1, pSOSasthl2 und 
pSOSasthl3 ergaben Verhältnisse von 4,73, 3,61 bzw. 4,86 pro 100 Nukleotide. Diese Resul-
tate stehen im Einklang mit den zuvor erhaltenen Ergebnissen. Die spezifischen Thiolase-
Aktivitäten der beiden Stämme C. acetobutylicum DSM 792 [pSOSasthl1] und [pSOSasthl3] 
liegen dicht beieinander, wobei die des ersteren etwas geringer sind. Dementsprechend ist 
auch das Verhältnis der doppelsträngigen RNA-Abschnitte bezogen auf die Anzahl freier 
Nukleotide nur geringfügig niedriger. Das deutlich geringste Verhältnis ergibt sich bei der 
Berechnung für die asRNA des Vektors pSOSasthl2, was folglich den größten Effekt auf die 
Translation des Thiolase-Gens haben sollte [TUMMALA ET AL., 2003 C]. Tatsächlich konnten 
in mehreren Versuchen keine Transformanden erzeugt werden, die den Vektor pSOSasthl2 
enthielten. Möglicherweise wird durch die Interaktion der entsprechenden asRNA mit der thl-
mRNA die Thiolase-Konzentration so drastisch reduziert, dass eventuelle Transformanden 
durch die konstitutive Transkription der plasmidcodierten asRNA nicht lebensfähig sind. Eine 
für den Organismus kritische Thiolase-Konzentration darf vermutlich nicht unterschritten 
werden, da das Enzym für die Vitalität der Zellen essentiell zu sein scheint. 
                                                 
3 http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi (Stand: August 2008) 
Stämme 
freie Nukleotide 
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ATGTTCGGCGATCAGTTCGATGGATCGCAGCGTGTCGCGATGGGTGGGCTCGACCGAATGAA 
ATGTTTGGAGATCAATTTGATGGAAGTCAAAGAGTTGCAATGGGAGGATTAGATAGAATGAA 
 
CCTGGAACGAGATATCCGTGGCGCGCCTGAGAACGGAGTCCGCATGCAGCGAATGCAGCACC 
TTTAGAAAGAGATATAAGAGGAGCACCTGAAAATGGAGTTAGAATGCAGAGAATGCAACATA 
 
GTCTCTGGCGAGCCGATATGGGCGTCGAACTGGCGACGAAAATCTGTGACAGTGTCACCTTT 
GACTTTGGAGAGCAGATATGGGAGTTGAACTTGCAACAAAAATATGTGATAGTGTTACATTT 
 
AACCGCGTGTCCGGCAGCGCGATGCTGCTGGGCCTGCCTGGTGAGACCCGGCGTGGCGACCT 
AATAGAGTTAGTGGAAGTGCAATGTTATTAGGATTACCTGGAGAAACAAGAAGAGGAGATTT 
 
TCAGCGCGTAGTCATCGCTGTCGGCGACGAACGCCGTACGGGAGGCCAGAATGCGCGGTGCG 
ACAAAGAGTTGTTATAGCAGTTGGAGATGAAAGAAGAACTGGAGGACAAAATGCAAGATGTG 
 
ATACCGGCGGGCAGTGCCTCAAGGTAGGCATCCACAATCGGGTTCTGGATCGCGTCGAGCGT 
ATACTGGAGGACAATGTTTAAAAGTTGGAATACATAATAGAGTTCTTGATAGAGTTGAAAGA 
 
CAAATCCAACTGGTCTGCCGGGCGCGGCTGCGTGCGGGAGAGCATCAAACCGTGGCCTGCCC 
CAAATACAACTTGTTTGTAGAGCAAGACTTAGAGCTGGAGAACATCAAACAGTTGCATGTCC 
 
GGGCGGC 
TGGAGGA 
3.3.4 [FeFe]-Hydrogenase aus Enterobacter cloacae IIT-BT 08 
 
Die Aktivität der [FeFe]-Hydrogenasen aus Clostridien bei der Reduktion von Protonen ist 
abhängig von spezifischen Elektronenmediatoren, bei denen es sich in der Regel um die zuvor 
beschriebenen Ferredoxine handelt (Kap. 3.1.3) [VIGNAIS ET AL., 2001]. Sie werden durch 
Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase oder aber NADH-Ferredoxin-Oxidoreduktase reduziert 
und übertragen die Elektronen schließlich auf die Eisen-Schwefel-Zentren der Hydrogenase. 
Die Protonen-Reduktion durch NADH ist nicht direkt möglich und verläuft demnach über 
einen Umweg, der jedoch stark abhängig vom Wasserstoffpartialdruck des Systems ist, da die 
Reduktion von Ferredoxin durch NADH auf Grund ihrer Redoxpotenziale thermodynamisch 
ungünstig ist [JONES UND WOODS, 1986]. Eine clostridiale Hydrogenase, die NADH direkt für 
die Wasserstoffbildung nutzen kann, wurde bisher nicht beschrieben. Dagegen konnte aus 
E. cloacae IIT-BT 08 eine kleine [FeFe]-Hydrogenase isoliert werden, die in der Lage ist, die 
Wasserstoffproduktion mittels NADH zu katalysieren [MISHRA ET AL., 2004]. Eine Expres-
sion dieses Enzyms in C. acetobutylicum könnte daher zur Regenerierung des NAD+-Pools 
beitragen und darüber hinaus die Wasserstoffausbeute und -produktivität erhöhen. 
 
 
Abb. 3-37: Alignment der DNA-Sequenzen der [FeFe]-Hydrogenase aus E. cloacae IIT-BT 08 mit 
Codon Usage von E. cloacae und C. acetobutylicum. Änderungen, die für die Klonierung in 
C. acetobutylicum vorgenommen wurden sind rot hinterlegt. 
 
 
Der beschriebene Stamm von E. cloacae wurde aus Blattextrakten in Indien isoliert [KUMAR 
UND DAS, 2000], wobei Angaben zur genaueren Bezeichnung der verwendeten Pflanzen-
materialien fehlen, und stand daher für die Klonierung der [FeFe]-Hydrogenase nicht zur 
Verfügung. Zudem besitzt E. cloacae DNA mit einem deutlich höheren G+C-Gehalt (55 %) 
als C. acetobutylicum DSM 792 (30 %), so dass auf einen unterschiedlichen Codon Usage 
geschlossen werden kann. Aus den genannten Gründen wurde das Gen, welches lediglich aus 
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BamHI 
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EchydAhisBamHI NarI 
BamHI/NarI Ligation 
Pthl 
441 bp besteht, durch die Firma GeneArt AG unter Berücksichtigung des Codon Usage von 
C. acetobutylicum chemisch synthetisiert und schließlich in Form des E. coli Vektors 
pCREchydA geliefert. Abb. 3-37 zeigt ein Alignment des Hydrogenase-Gens aus E. cloacae 
und dem gleichen Gen nach Änderung der Nukleotidsequenz für die Expression in C. aceto-
butylicum. Es veranschaulicht die vielen vorgenommenen Änderungen der Nukleotidsequenz, 
um eine stabile Expression des Gens in C. acetobutylicum DSM 792 zu ermöglichen. 
 
Das Gen wurde mittels PCR aus dem Vektor pCREchydA amplifiziert, wobei die Oligo-
nukleotid-Primer ECHYDAF und ECHYDARHIS verwendet wurden. Über den 5’-Terminus 
von ECHYDAF wurde das Gen sowohl mit einer BamHI-Schnittstelle als auch mit einer 
Ribosomenbindestelle in geeignetem Abstand zum Startcodon versehen, da nach entsprechen-
der Restriktion des Shuttle-Vektors pSOS95 die im Plasmid vorhandene Ribosomenbinde-
stelle entfernt wurde. Die eingesetzte Sequenz war mit derjenigen zwischen Startcodon und 
Ribosomenbindestelle des ctfA-Gens aus pSOS95 identisch. Die Verwendung des Primers 
ECHYDARHIS führte zur Integration einer für einen 6xHis-Tag codierenden Sequenz sowie 
einer Schnittstelle für die Endonuklease NarI. Das entsprechend behandelte DNA-Fragment 
wurde in den linearisierten Vektor kloniert, aus dem zuvor das künstliche Operon entfernt 
worden war und anschließend durch Sequenzierung überprüft. Die beschriebene Konstruktion 
ist in Abb. 3-38 dargestellt. 
 
 
 
 
Abb. 3-38: Konstruktion des Vektors pSOSEchydAhis zur Expression der [FeFe]-Hydrogenase aus E. cloacae 
IIT-BT 08 in C. acetobutylicum. 
 
 
Der Shuttle-Vektor wurde wie für die Klonierung der clostridialen Hydrogenasen beschrieben 
in E. coli DH5α konstruiert, in vivo methyliert und nach Konzentrierung und Entsalzung in 
C. acetobutylicum DSM 792 transformiert. Der erhaltene Stamm wurde nach den in Kap. 
3.3.2 beschriebenen Kontrolluntersuchungen unter den gleichen Bedingungen wie die übrigen 
Expressionsstämme fermentiert. Auch in diesem Fall konnten keine Änderungen der Wasser-
stoffbildungsrate, der Ausbeute sowie der Konzentrationen der löslichen Produkte festgestellt 
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werden. Zellproben enthielten das Plasmid mitsamt dem einligierten Hydrogenase-Gen. Daher 
wurden die Zellen im Folgenden auf den Gehalt des rekombinanten Proteins untersucht. 
Hierfür wurden die Rohextrakte der fermentierten Organismen für eine Western Blot Analyse 
eingesetzt, in der die E. cloacae Hydrogenase über ihren 6xHis-Tag mit einem Molekular-
gewicht von ca. 17 kDa hätte detektiert werden sollen. Die Expression des Enzyms konnte 
allerdings nicht nachgewiesen werden. Der zusätzlich durchgeführte Transkript-Nachweis, 
der wie für die asRNAs beschrieben über die spezifische RT-PCR mittels des Oligonukleotid-
Primers THLCAASRNA3 erfolgte, zeigte, dass das plasmidcodierte Hydrogenase-Gen aus 
E. cloacae in C. acetobutylicum transkribiert wird (Abb. 3-39). Der PCR-Nachweis der 
spezifisch synthetisierten cDNA wurde mit Hilfe der beiden für die Klonierung eingesetzten 
Primer durchgeführt. Der Grund für das Fehlen des rekombinanten Proteins kann nicht erklärt 
werden. Die Sequenzierung des Plasmids zeigte die korrekte Orientierung des Gens, die mit 
dem ctfA-Gen identische Ribosomenbindestelle sowie die im Leseraster liegende Sequenz für 
den C-terminalen 6xHis-Tag. Die Funktionalität des Promotors wurde durch die Detektion der 
erwarteten Transkripte bestätigt und die eingesetzte Sequenz zwischen Ribosomenbindestelle 
und Startcodon des endogenen ctfA-Gens sollte auch die Translation des E. cloacae Hydro-
genase-Gens ermöglichen, zumal die Nukleotidsequenz entsprechend des clostridialen Codon 
Usage erstellt wurde. Mögliche Erklärungen könnten eine ungewöhnliche Sekundärstruktur 
der gebildeten mRNA, die eine Initiation der Translation verhindert, oder ein Abbau des 
Translationsprodukts in der Zelle durch Proteasen sein, da es sich bei dem transformierten 
Stamm um den Wildtyp und nicht um einen speziell für die heterologe Proteinexpression 
erstellten Organismus handelt. 
Abb. 3-39: Detektion der mRNA des durch den 
Vektor pSOSEchydAhis codierten [FeFe]-
Hydrogenase- Gens aus E. cloacae IIT-BT 08 in C. 
acetobutylicum DSM 792. 1. pSOSEchydAhis (+RT); 
2. pSOS-EchydAhis (-RT); 3. Wildtyp; 4. pSOS; 5. 
genomische DNA pSOSEchydAhis; 6. GeneRulerTM 1 
kb DNA Ladder. 
 
 
 
Obwohl in dieser Arbeit bei den meisten Strategien für ein Metabolic Engineering in 
C. acetobutylicum DSM 792 Shuttle-Vektoren erfolgreich konstruiert, ihre Präsenz im 
Organismus und ihre Funktionalität in fast allen Fällen gezeigt werden konnte, war bei 
keinem der rekombinanten Clostridien eine Erhöhung der Wasserstoffproduktivität oder der 
Wasserstoffausbeute feststellbar. Im Fermentationsverlauf und Zellstoffwechsel zeigte sich 
kein Unterschied zu den Kontrollstämmen, was darauf hinweist, dass im Gegensatz zur 
Lösungsmittelbildung im Fall der Wasserstoffproduktion keine einfache Lösung zur 
Beeinflussung des Metabolismus möglich ist. Die einzigen Organismen, bei denen bisher 
durch ein Metabolic Engineering eine erhöhte Wasserstoffausbeute erreicht werden konnten 
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sind C. paraputrificum [MORIMOTO ET AL., 2005] bzw. C. tyrobutyricum [LIU ET AL., 2006]. 
Möglicherweise müssen zuerst technische Probleme im Bereich der Fermentation, wie z.B. 
eine Verringerung des Wasserstoffpartialdrucks, gelöst werden, damit eine Änderung auf 
genetischer und/oder enzymatischer Ebene wirksam werden kann. 
 
 
3.4 Charakterisierung der von pCB101 codierten offenen Leserahmen 
 
Die Sequenzierung des Plasmids pCB101 (Kap. 3.3.1) ermöglichte die Vervollständigung des 
durch BREHM ET AL. [1992] postulierten offenen Leserahmens orfD sowie die Identifikation 
einer mögliche Ribosomenbindestelle wenige Nukleotide stromaufwärts des wahrscheinlichen 
Startcodons. Ein Sequenzabgleich des möglichen Genprodukts aus 233 Aminosäuren mit 
einem berechneten Molekulargewicht von etwa 27,5 kDa ergab eine entfernte Verwandtschaft 
der ersten 200 Aminosäuren der Peptidkette mit dem N-Terminus einer Familie von 
Proteinen, die Ähnlichkeiten mit Zonula occludens Toxinen (Zot) aufweisen. Dieses zuerst 
aus Vibrio colerae isolierte Toxin moduliert reversibel die Tight Junctions intestinaler 
Epithelien über eine Proteinkinase-abhängige Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts, was die 
Passage von Makromolekülen über die Schleimhautbarriere ermöglicht [FASANO ET AL., 
1999]. Im Gegensatz zur in C. butyricum gefundenen Sequenz besitzt Zot ein Molekular-
gewicht von etwa 44,8 kDa und besteht aus 399 Aminosäuren. Intensive Studien zeigten, dass 
es über eine kurze Domäne in der äußeren Membran des Organismus verankert ist und durch 
Restriktion an Position 287 der Polypeptidkette nur ein kleines C-terminales Fragment mit 
einem Molekulargewicht von ca. 12 kDa ins Darmlumen gelangt [UZZAU ET AL., 1999], 
welches in OrfD von C. butyricum DSM 10702 nicht vorhanden ist. Deletionsexperimente 
ergaben, dass diese C-terminale Domäne das Motiv für die Bindung an den sogenannten 
Zonulin-Rezeptor des intestinalen Epithels enthält und dieses Motiv mit dem endogenen 
Regulator der Tight Junctions (Zonulin) gemeinsam hat [DI PIERRO ET AL., 2001]. Deletionen, 
die diese Domäne ganz oder teilweise umfassten, führten zum Verlust der Funktion des 
Zonula occludens Toxins [DI PIERRO ET AL., 2001]. Die beschriebenen Eigenschaften von Zot 
prädestinieren es als geeignetes Adjuvans für mukosale Immunisierungen [MARINARO ET AL., 
2003]. 
 
Neben orfD konnten eine Reihe weiterer möglicher offener Leserahmen (orfE, orfF und orfG) 
im bisher unbekannten Teil des Plasmids pCB101 identifiziert werden (Abb. 3-20). Tab. 3-10 
fasst die Eigenschaften der möglichen Translationsprodukte zusammen. Insbesondere die 
Region um orfD, orfE und orfF umfasst nur sehr kurze intergene Sequenzen, so dass sie 
möglicherweise als Operon transkribiert werden. Internetbasierte Aminosäure-
sequenzvergleiche lieferten zwar teilweise homologe Proteine, eine Funktion konnte auf diese 
Weise allerdings keinem der designierten offenen Leserahmen zugeordnet werden. 
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Tab. 3-10: Mögliche offene Leserahmen des Plasmids pCB101 aus C. butyricum DSM 10702. 
Offener Leserahmen Anzahl Aminosäuren Berechnetes Molekulargewicht [kDa] 
orfD 233 27,5 
orfE 86 9,9 
orfF 434 49,5 
orfG 86 8,7 
 
 
C. butyricum DSM 19702 produziert ein gegen verwandte Clostridien wirksames Bakteriozin, 
das aus dem Medium wachsender und stationärer Kulturen isoliert und dessen bakterio-
statische Aktivität unter Einsatz des Indikator-Organismus C. pasteurianum ATCC 6013 
nachgewiesen werden konnte [CLARKE ET AL., 1975]. Das als Butyricin 7423 bezeichnete 
hydrophobe Protein besitzt ein mittels SDS-PAGE bestimmtes Molekurgewicht von etwa 
32,5 kDa (± 10 %) und die Fähigkeit, reversibel an Cellulose zu binden [CLARKE ET AL., 
1975]. Ausschließlich Clostridien erwiesen sich in Plattendiffusionstests als sensitiv, so dass 
das Protein als Bakteriozin klassifiziert wurde. [CLARKE UND MORRIS, 1976]. Schließlich 
konnte die Bakteriozin-Produktion mit der Präsenz der bis dato als kryptisch bezeichneten 
Plasmide pCB101 und pCB102 (pCBU2 bzw. pCBU3) korreliert werden [LUCZAK ET AL., 
1985]. Die Ähnlichkeit des OrfD-Proteins mit einer Klasse bakterieller Toxine sowie das 
berechnete Molekulargewicht von ca. 27,5 kDa deuteten auf die Möglichkeit, dass das ins 
Medium sekretierte Butyricin 7423 durch das Plasmid pCB101 codiert wird. Da nach 
Angaben der DSMZ C. butyricum NCIB 7423 mit dem in dieser Arbeit untersuchten Stamm 
identisch ist und dieser der Sicherheitsstufe 1 zugeordnet wird, kann davon ausgegangen 
werden, dass Butyricin 7423 ausschließlich auf Bakterien wirkt. 
 
 
3.4.1 Transkription, Expression und Aktivität von OrfD 
 
Zunächst wurde von C. butyricum Zellen befreites Medium in Plattendiffusionstests auf seine 
bakteriostatische Wirksamkeit gegenüber dem Testorganismus C. pasteurianum DSM 525 
überprüft. Die Ergebnisse zeigten, dass C. butyricum DSM 10702 das Bakteriozin produziert 
und ins Medium abgibt. Um zu kontrollieren, ob das identifizierte Gen tatsächlich in 
C. butyricum DSM 10702 transkribiert wird, wurden Zellen aus der stationären Wachstums-
phase mittels RT-PCR auf ihren Gehalt an orfD-mRNA kontrolliert. Hierfür wurden die 
Zellen in zwei verschiedenen Medien (RCM und CGM) angezogen, da in ersterem das von 
CLARKE ET AL. [1976] beschriebene Butyricin 7423 zwar detektiert werden konnte, die Zellen 
in diesem jedoch große Mengen an Exopolysacchariden synthetisieren. Die Zellen sind von 
den Exopolysacchariden durch Zentrifugation kaum zu trennen, was eine spätere RNA-
Extraktion erschwert. Aus Zellproben der beiden Kulturen wurde die Gesamt-RNA extrahiert 
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und mittels Zufalls-Nonamer-Primern revers transkribiert. Die erhaltene cDNA wurde zur 
spezifischen Detektion der orfD-mRNA als Templat in einer PCR mit den Oligonukleotid-
Primern ORFDF1 und ORFDint eingesetzt, wobei als Negativkontrolle Ansätze dienten, 
deren Templat bei der cDNA-Synthese keine Reverse Transkriptase enthielten (-RT). Das 
Ergebnis der PCR-Reaktionen zeigt Abb. 3-40. 
Abb. 3-40: Transkriptionsnachweis des orfD-Gens in 
Zellen von C. butyricum DSM 10702 nach Kulti-
vierung in verschiedenen Medien. 1. RCM (+RT), 2. 
RCM (-RT), 3. CGM (+RT), 4. CGM (-RT), 5. 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder. 
 
 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass in beiden Kulturen das plasmidcodierte Gen aktiv transkribiert 
wird. Um einen Hinweis auf die vermutete Toxizität des OrfD-Proteins auf verschiedene 
Organismen zu erhalten, wurde das orfD-Gen mit Hilfe der Oligonukleotid-Primer ORFDF 
und ORFDR amplifiziert, wobei am 3’-Ende des Gens eine XhoI-Schnittstelle generiert 
wurde. Das Gen besitzt, wie das Thiolase-Gen, eine interne NdeI-Schnittstelle, weshalb die 
Ligation am 5’-Ende durch die Erzeugung glatter DNA-Enden erfolgte. Nach Behandlung mit 
den geeigneten Restriktionsendonukleasen wurde das Fragment in den Expressionsvektor 
pET26b+ kloniert und das Gen in E. coli JM109(DE3) exprimiert. Rohextrakte sowohl 
induzierter als auch nicht induzierter Zellen wurden in Plattendiffusionstests auf ihre toxische 
Wirkung überprüft, wobei lediglich Rohextrakte, die nachweislich das OrfD-Protein 
enthielten, bakteriostatische Eigenschaften aufwiesen. Tab. 3-11 zeigt die Ergebnisse der 
Plattendiffusionstests mit ausgewählten Organismen. 
 
Tab. 3-11: Sensitivität verschiedener Organismen auf OrfD. 
Organismus Hemmhofausbildung 
Bacillus subtilis DSM 1931 + 
Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23350 + 
Clostridium pasteurianum DSM 525 + 
Escherichia coli K12 - 
Paracoccus pantotrophus DSM 65 - 
Pseudomonas fluorescens DM 50090 - 
 
 
Neben C. pasteurianum waren auch die beiden untersuchten Bacillus-Arten sensitiv für OrfD, 
während aus Fermentationsmedien aufgereinigtes Butyricin 7423 lediglich bei verschiedenen 
Clostridien Wirkung zeigte [CLARKE ET AL., 1976]. Allerdings wurden nur wenige der 
getesteten Organismen explizit aufgeführt, u.a. Paracoccus pantotrophus und Pseudomonas 
  Ergebnisse und Diskussion 
103 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
95 
kDa 
72 
55 
40 
33 
24 
fluorescens, die sich beide als resistent gegenüber Butyricin 7423 erwiesen [CLARKE ET AL., 
1976]. Auch das in dieser Arbeit klonierte OrfD-Protein zeigte in Plattendiffusionstests keine 
Wirkung auf diese beiden Organismen. Zudem konnte keine Toxizität auf E. coli K12 
nachgewiesen werden. 
 
 
Abb. 3-41: Expressionsanalyse für das Fusionsprotein 
MalE-OrfD in verschiedenen E. coli-Stämmen. 1. 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder; 2. BL21 in-
duziert; 3. BL21 nicht induziert; 4. DH5α induziert; 5. 
DH5α nicht induziert; 6. JM109(DE3) nicht induziert; 
7. JM109(DE3) induziert; 8. SG13009 [pRep4] nicht 
induziert; 9. SG13009 [pRep4] induziert; 10. XL1-
Blue nicht induziert; 11. XL1-Blue induziert. 
 
 
 
Für den eindeutigen Nachweis der bakteriostatischen Wirkung von OrfD wurde das Gen in 
den Expressionsvektor pMal-c2e kloniert (Primer ORFDF und ORFDR2), so dass es als 
Fusionsprotein mit dem Maltosebindeprotein (MalE) aus E. coli exprimiert werden konnte. 
Das Konstrukt codiert zusätzlich für eine Enterokinase-Schnittstelle zwischen MalE und 
OrfD, so dass das Zielprotein nach erfolgter affinitätschromatographischer Reinigung über 
das Maltosebindeprotein wieder abgespalten werden kann. Zunächst wurde das Konstrukt in 
verschiedene E. coli-Stämme transformiert, um einen geeigneten Expressionsstamm zu 
finden. Da das Fusionsprotein MalE-OrfD durch SDS-PAGE in keinem der Rohextrakte 
identifiziert werden konnte, wurde ein Immunoblot mit Hilfe des Antikörpers MBP-2, der 
spezifisch an das Maltosebindeprotein bindet, durchgeführt. Das Ergebnis des Western Blots 
veranschaulicht Abb. 3-41. Das exprimierte Fusionsprotein sollte aus 621 Aminosäuren 
bestehen und ein berechnetes Molekulargewicht von ca. 70,2 kDa besitzen. Das natürliche, in 
E. coli exprimierte Maltosebindeprotein hat ein Molekulargewicht von ca. 40,6 kDa, während 
das entsprechende Fragment nach erfolgter Enterokinase-Spaltung ein Molekulargewicht von 
ca. 42,6 kDa aufweisen sollte. Lediglich in den E. coli Stämmen DH5α und SG13009 konnte 
das Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 70 kDa detektiert werden. In allen 
weiteren getesteten Stämmen (BL21, JM109(DE3), XL1-Blue) wurde entweder das 
Fusionsprotein nicht exprimiert und im Blot endogenes Maltosebindeprotein nachgewiesen 
oder das Protein wurde degradiert und letztlich nur das stabile Maltosebindeprotein detektiert. 
In weiteren Versuchen konnten mit E. coli DH5α größere Ausbeuten des Fusionsproteins 
erzielt werden, so dass dieser Stamm für die folgenden Expressionen ausgewählt wurde. 
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Nach erfolgter Expression wurde das MalE-OrfD-Fusionsprotein über eine Amylose-Matrix 
affinitätschromatographisch aufgereinigt und anschließend das Maltosebindeprotein mit Hilfe 
rekombinanter Enterokinase abgespalten (Abb. 3-42). Die Aufreinigung musste in einem Tris-
Puffer mit einem pH-Wert von 9,0 durchgeführt werden, da bei pH-Werten im neutralen 
Bereich das OrfD-Protein nach der Abspaltung ausfiel. Dieses Ergebnis weist darauf hin, das 
das Maltosebindeprotein die Löslichkeit des OrfD-Proteins erhöht. Sowohl das gereinigte 
Fusionsprotein als auch das proteolytisch abgespaltene OrfD-Protein wiesen in weiteren 
Plattendiffusionstests die zuvor beschriebenen wachstumshemmenden Eigenschaften auf. Da 
die eingesetzte Proteinlösung noch sowohl die Enterokinase als auch das abgetrennte 
Maltosebindeprotein enthielt, wurden zur Kontrolle auch Lösungen eingesetzt, die nur die 
Enterokinase bzw. separat aufgereinigtes Maltosebindeprotein enthielten. Keine dieser 
Lösungen führte in Plattendiffusionstests zu einer Ausbildung von Hemmhöfen. Demnach ist 
die bakteriostatische Wirkung direkt auf das OrfD-Protein zurückzuführen. 
 
 
Abb. 3-42: Reinigung und Restriktion des Fusionsproteins 
MalE-OrfD nach Expression in E. coli DH5α.. 1.+7. 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder; 2. Durchfluss; 3. 
Waschfraktion; 4.-6., 8. Eluate; 9.+10. Eluate nach Restrik-
tion mit rekombinanter Enterokinase. 
 
 
 
3.4.2 Biochemische Eigenschaften des Bakteriozins 
 
Eine auffällige Eigenschaft des aus dem Medium isolierten Butyricins 7423 ist seine beschrie-
bene Fähigkeit, reversibel an Cellulose und cellulosehaltige Materialien zu binden [CLARKE 
ET AL., 1976]. Einen weiteren Hinweis darauf, dass es sich bei dem identifizierten Bakteriozin 
um das beschriebene Butyricin 7423 handeln könnte, lieferte die Tatsache, dass das vom 
Maltosebindeprotein abgespaltene OrfD-Protein tatsächlich an mikrokristalline Cellulose 
binden konnte: Restriktionsansätze wurden mit wenigen Milligramm mikrokristalliner 
Cellulose inkubiert und nach Zentrifugation der Überstand einer SDS-PAGE unterzogen 
(Abb. 3-43). Das zuvor im Restriktionsansatz in hohen Konzentrationen vorliegende 
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Bakteriozin konnte nach der Inkubation nicht mehr im Ansatz detektiert werden, da es durch 
die Bindung an die Cellulose aus dem Ansatz entfernt wurde. 
 
 
Abb. 3-43: Bindung des vom Fusionsprotein 
abgespaltenen OrfD-Proteins an mikrokristalline Cel-
lulose. 1. PageRulerTM Prestained Protein Ladder; 2. 
MalE, OrfD ohne Cellulose; 3. MalE, OrfD mit Cellu-
lose; Überstand nach Zentrifugation. 
 
 
Die Ergebnisse der Plattendiffusionstests, die Größe des denaturierten Proteins im SDS-Gel, 
sowie die Bindung an Cellulose deuten darauf hin, dass es sich bei dem untersuchten 
Bakteriozin um das bereits 1975 beschriebene Butyricin 7423 handelt. pCB101 ist daher nicht 
als kryptisches, sondern als ein für ein Bakteriozin codierendes Plasmid in C. butyricum 
DSM 10702 zu betrachten. 
 
Zur weiteren biochemischen Charakterisierung des Bakteriozins wurden mit Enterokinase 
behandelte Ansätze einer isoelektrischen Fokussierung unterzogen. Das Ergebnis zeigt Abb. 
3-44. Im Gel sind zwei dicht beieinander liegende Banden zu erkennen. Das 
Maltosebindeprotein hat einen isoelektrischen Punkt von etwa 5,0. Eine leichte Abweichung 
im Gel ist darauf zurückzuführen, dass es sich hierbei um ein für die Klonierung modifiziertes 
Protein handelt. Die nur wenig mehr im sauren Bereich liegende schwächere Bande ist dem 
OrfD-Protein zuzuordnen, da diese Bande bei Ansätzen, die über ein Filterpapier auf das Gel 
aufgetragen wurden, fehlt. Die Cellulose-bindenden Eigenschaften des Butyricins lassen 
darauf schließen, dass es durch Adsorption an den Filter nicht ins Gel gelangte und folglich 
nicht detektiert werden konnte. Das Ergebnis der isoelektrischen Fokussierung ist etwas 
überraschend, da der über die Aminosäurezusammensetzung berechnete isoelektrische Punkt 
bei etwa 9,3 liegt. Diese Diskrepanz ist vermutlich auf die dreidimensionale Struktur des 
Proteins zurückzuführen und wird in gewisser Weise durch seine Löslichkeitseigenschaften 
bestätigt: Die Löslichkeit des abgespaltenen OrfD-Proteins konnte durch Wahl eines Puffers 
mit einem pH-Wert im Bereich des theoretischen isoelektrischen Punktes erhöht und so ein 
Ausfallen des Restriktionsproduktes verhindert werden. 
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Abb. 3-44: Isoelektrische Fokussierung nach Restriktion des MalE-OrfD-
Fusionsproteins mit rekombinanter Enterokinase. 
 
 
Zur Bestimmung der tatsächlichen Größe des nativen, aktiven Butyricins wurde eine Gel-
filtration durchgeführt, wobei sowohl das Fusionsprotein als auch das nach Restriktion mittels 
Enterokinase erhaltene Proteingemisch eingesetzt wurden. Das Fusionsprotein eluierte bereits 
im Bereich des für die Bestimmung des Ausschlussvolumens eingesetzten Blue Dextrans und 
deutlich vor Apoferritin, dem größten Protein der Kalibrierreihe mit 443 kDa. Bei Einsatz des 
Restriktionsansatzes konnte das Monomer des Maltosebindeproteins mit der erwarteten Größe 
detektiert werden, während das abgespaltene Butyricin wiederum von den Poren der Matrix 
ausgeschlossen wurde und im Bereich des Blue Dextrans eluierte (Abb. 3-45). Das Butyricin 
scheint daher hauptsächlich große Aggregate zu bilden, die nicht in die Matrix diffundieren 
können. 
 
CLARKE ET AL. [1975] fanden, dass Butyricin 7423 hydrophobe Eigenschaften besitzt und 
konnten auf Grund dessen eine Methode zu seiner Aufreinigung aus Clostridien-Kulturen 
entwickeln. Die Analyse der Aminosäurezusammensetzung des Bakteriozins zeigt keine 
auffällige Hydrophobizität im Vergleich mit anderen clostridialen Proteinen. Die 
Aggregatbildung könnte allerdings ein Hinweis auf eventuelle hydrophobe Eigenschaften des 
nativen Proteins sein. Möglicherweise kommt es auf Grund der Hydrophobizität bei hohen 
Konzentrationen des aufgereinigten Bakteriozins in wässriger Umgebung zur Aggregation. 
Die Wirkung von Butyricin 7423 beruht auf membranaktiven Eigenschaften, konnte bisher 
jedoch nicht eindeutig geklärt werden [CLARKE ET AL., 1982 A]. In gewisser Weise hat es eine 
ähnliche Wirkung wie die Colicine E1, I und K [CLARKE ET AL, 1982 B]. Die Bildung eines 
einfachen Ionenkanals, durch den ein K+-Efflux bewirkt wird, konnte allerdings 
ausgeschlossen werden [CLARKE ET AL., 1982 B]. Verschiedene Studien ergaben außerdem, 
dass das Bakteriozin in vitro inhibierend auf die Aktivität der membranständigen H+-ATPase 
(BF0F1) wirkt und dabei mit der BF0-Untereinheit interagiert [CLARKE ET AL., 1982 B]. Diese 
Funktion ist jedoch nicht allein für die entfaltete Wirkung auf native Organismen 
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verantwortlich, scheint aber ein essentieller Teil des gesamten Prozesses zu sein, da 
sporulierende Zellen, die nachweislich eine alternative Zusammensetzung des entsprechenden 
Enzymkomplexes aufweisen, sowie Zellen mit Mutationen in der BF0-Untereinheit resistent 
gegenüber Butyricin 7423 sind. [CLARKE ET AL., 1982 A; CLARKE ET AL., 1982 B]. Unter 
Umständen handelt es sich um einen komplexen Mechanismus, der schließlich zum Verlust 
des Membranpotenzials der sensitiven Organismen führt. Die beobachtete Aggregatbildung 
könnte auf eine Lokalisation des Butyricins in der Cytoplasmamembran hindeuten. 
Möglicherweise sind auch weitere Komponenten für die volle Funktion des Butyricins 
notwendig, die durch ein oder mehrere der nicht näher charakterisierten weiteren Gene des 
Plasmids pCB101 codiert werden könnten. 
 
 
 
Plasmide, die für Bakteriozine codieren, codieren häufig auch für die entsprechenden 
Faktoren, die der Wirtszelle Immunität gegenüber dem eigenen Bakteriozin verleihen [JACK 
ET AL., 1995]. Diese Faktoren sind für die Zellen von besonderer Bedeutung, da die 
Bakteriozine auf nahe verwandte Organismen wirken und daher mit hoher Wahrscheinlichkeit 
auch auf den das Bakteriozin produzierenden Organismus selbst wirken können. 
Möglicherweise codieren einer oder mehrere der übrigen offenen Leserahmen für Proteine, 
die C. butyricum Immunität gegenüber Butyricin 7423 verleihen. Aminosäuresequenz-
analysen zur Vorhersage von Signalpeptiden zur Sekretion von Proteinen mit Hilfe der 
Software SignalP 3.04 [BENDTSON ET AL., 2004] ergaben, dass sowohl OrfF als auch OrfG mit 
hoher Wahrscheinlichkeit am N-Terminus Signalpeptide aufweisen. Für OrfF konnten 
                                                 
4 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP  (Stand: August 2008) 
 
Abb. 3-45: Chromatogramme der Gelfiltration zur Bestimmung des Molekular-
gewichts des OrfD-Proteins (Butyricin). 
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außerdem mehrere Sequenzabschnitte identifiziert werden, die möglicherweise in Form von 
Transmembranhelices5 organisiert sind. Untersuchungen mittels RT-PCR ergaben, dass orfE, 
orfF und orfG in C. butyricum transkribiert werden, wobei für orfD, orfE und orfF durch 
Amplifikation der intergenen Bereiche eine polycistronische mRNA nachgewiesen werden 
konnte. Die Funktionen der einzelnen Proteine wurden allerdings nicht genauer untersucht. 
 
 
3.5 Immobilisierung von Clostridien durch Einhüllung in polymere 
Matrices 
 
In kontinuierlichen Fermentationen ist es im Allgemeinen sinnvoll, die Zellen z.B. durch eine 
Immobilisierung im Reaktor zurückzuhalten, um durch eine höhere Zelldichte den Ertrag 
bzw. die Produktivität zu steigern. Eine Einhüllung der Clostridien in eine polymere Matrix 
könnte sowohl einen großen Anteil der Zellen im Reaktor zurückhalten als auch ein Reservoir 
für im Medium suspendierte Zellen insbesondere bei hohen Durchflussraten bilden. Aus 
diesem Grund wurde am Lehrstuhl für Biotechnologie der RWTH Aachen eine Immobili-
sierung von C. butyricum DSM 10702 in eine Matrix aus Alginat für eine technische 
Anwendung geprüft [ISMAR, 2005]. Die Immobilisate erwiesen sich jedoch schon in ansatz-
weisen Fermentationen als äußerst instabil, da der Matrix vermutlich die stabilisierenden 
Ca2+-Ionen durch die gebildeten organischen Säuren entzogen wurden. Daher wurden 
Versuche unternommen, ein geeignetes Material für die Immobilisierung der säureprodu-
zierenden Clostridien zu finden. 
 
Für die folgenden Versuche wurde der Stamm C. butyricum DSM 10702 verwendet, da sich 
bisherige Versuche zur Immobilisierung ebenfalls auf diesen Organismus konzentrierten. 
Zudem zeigte sich C. butyricum als weniger sensitiv gegenüber Luftsauerstoff als 
C. acetobutylicum, bei dem schon Spuren von Sauerstoff in der Sporensuspension das 
Wachstum unterdrückten. Alle Immobilisierungen wurden mit Sporen durchgeführt, da diese 
im Gegensatz zu den nativen Zellen gegenüber Luftsauerstoff resistent sind [HIPPE ET AL., 
1992] und sich somit der apparative Aufwand durch eine Immobilisierung in der 
Anaerobierbank vermeiden ließ. Ein weiterer Grund für die Verwendung der Endosporen 
waren die z.T. rauen Bedingungen im Verlauf der einzelnen Immobilisierungsprozeduren, die 
für native Zellen mit großer Wahrscheinlichkeit letal gewesen wären. Die Clostridiensporen 
wurden wie in Kap. 2.6. erläutert in verschiedene Matrices eingehüllt, wobei unter anderem 
untersucht werden sollte, ob die zuvor beschriebenen Alginat-Immobilisate durch eine 
zusätzlich Sol-Gel-Hülle stabilisiert werden können. Weitere polymere Matrices, die zur 
Immobilisierung der Clostridien verwendet werden sollten, waren Polyvinylalkohol (PVA), 
Polyacrylamid und Fasern aus Cellulosetriacetat. Neben der Resistenz gegenüber 
                                                 
5 http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM  (Stand: August 2008) 
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Luftsauerstoff zeichnen sich Endosporen auf Grund ihrer Zusammensetzung auch durch eine 
außerordentliche Resistenz gegenüber den Einflüssen von Strahlung, Temperatur und 
organischen Lösungsmitteln aus [SETLOW, 2006]. Dennoch wurden die eingesetzten Sporen 
angesichts der z.T. rauen Immobilisierungsbedingungen zunächst auf ihre Resistenz gegen-
über den eingesetzten Chemikalien getestet. Hierfür wurden lyophilisierte Sporen in den 
verschiedenen für die Immobilisierungen zu verwendenden Lösungsmitteln resuspendiert und 
für mehrere Stunden bei Raumtemperatur im Überkopfschüttler inkubiert. Die Sporen wurden 
anschließend auf ihre Keimfähigkeit untersucht. Auch nach mehrstündiger Inkubation in den 
verschiedenen Chemikalien und Lösungsmitteln erwiesen sie sich als keimfähig, so dass eine 
Immobilisierung in allen angeführten Matrices möglich war. 
 
Im Folgenden wurden die Endosporen in den verschiedenen Matrices eingehüllt und in 
weiteren Vorversuchen die Keimung der Sporen in den Immobilisaten untersucht. Hiefür 
wurden sie in das für alle Vorkulturen verwendete RCM überführt und für mindestens 12 
Stunden bei 37 °C inkubiert. Eine Schaumbildung auf Grund der intensiven Gasbildung ließ 
auf die erfolgte Keimung der Clostridien schließen. In Alginat-Immobilisaten, die mit einer 
zusätzlichen Sol-Gel-Hülle versehen worden waren, konnte auch nach mehrtägiger Inkubation 
keine Keimung der Sporen festgestellt werden. Für eine Keimung von Endosporen sind vor 
allem die Wachstumsbedingungen wie Temperatur und die Zufuhr von Nährstoffen von 
entscheidender Bedeutung. Diese Umweltbedingungen werden von den Sporen durch 
spezifische Sensoren detektiert und führen nach einer Reihe von Reaktionen schließlich zur 
Keimung [FOSTER UND JOHNSTONE, 1990]. Da Keimungen in reinen Alginat-Kugeln generell 
möglich waren, ist davon auszugehen, dass die ferner aufgebrachte Sol-Gel-Schicht für 
essentielle Substrate eine Diffusionsbarriere darstellt, so dass die für eine Keimung 
notwendigen Bedingungen im Immobilisat nicht gegeben waren. Vor allem die Hydro-
phobizität der Sol-Gel-Matrix verhindert mit großer Wahrscheinlichkeit die Diffusion der 
hydrophilen Substrate in die Matrix. Auch für Cellulosetriacetat-Fasern konnte nur in seltenen 
Fällen eine Keimung beobachtet werden. Aus diesem Grund wurden auch die Fasern, deren 
Herstellung zudem sehr aufwändig war, nicht weiter untersucht. Bei den übrigen Immobili-
saten konnte eine Keimung der Sporen in RCM erreicht werden, so dass ihre Stabilität 
schließlich unter Fermentationsbedingungen getestet wurde. 
 
Für die Stabilitätsuntersuchungen wurden die Immobilisate zunächst in ansatzweisen 
Fermentationen eingesetzt, in denen der pH-Wert auf 6,2 geregelt wurde. Im Gegensatz zu 
den zuvor beschriebenen Fermentationen mit nativen und rekombinanten C. acetobutylicum 
DSM 792 wurde bei den beschriebenen Experimenten Laktose in einer Konzentration von 
4,5 % als C-Quelle eingesetzt und sämtliche Mineralsalze des MONOT-Mediums weggelassen, 
was jedoch für die Stabilitätsuntersuchungen unerheblich war. Das produzierte Gas wurde 
über das in Kap. 2.5.5 erläuterte Prinzip der Wasserverdrängung quantifiziert und in 
regelmäßigen Abständen den Fermentationen Proben entnommen, um den Zuckerabbau sowie 
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die Säureproduktion zu verfolgen. Da die Clostridien erwartungsgemäß aus den Immobili-
saten ins Medium gelangten, war der Verlauf aller Fermentationen sehr ähnlich und mit dem 
nativer Zellen vergleichbar. Insgesamt wurden in den Fermentationen ca. 13 L Gas gebildet, 
wobei die Essigsäure- bzw. Buttersäurekonzentrationen am Ende der Fermentationen bei ca. 
95 bzw. 110 mmol·L-1 lagen. Die maximale Gasproduktivität lag im Mittel bei 700 mL·L-1·h-1. 
Die Immobilisate wurden den Reaktoren nach Beendung der Gasproduktion entnommen und 
ihre mechanische Stabilität durch Bruchpunktmessungen bestimmt. Hierfür wurde die 
kritische Kompressionskraft am Bruchpunkt der Immobilisate gemessen und mit der nicht in 
Fermentationen eingesetzter Immobilisate verglichen. Die Ergebnisse zeigt Abb. 3-46.  
 
 
Abb. 3-46: Stabilitätsvergleich von Immobilisaten aus PVA und 
Polyacrylamid vor und nach Einsatz in ansatzweisen Fermentationen. Die 
mittlere Kompressionskraft am Bruchpunkt der nicht fermentierten 
Immobilisate wurde gleich 100 % gesetzt. 
 
 
Im Fall der PVA-Immobilisate war die bis zum Bruchpunkt aufzubringende mittlere 
Kompressionskraft nach der Fermentation um fast 80 % geringer, was auf einen deutlichen 
Stabilitätsverlust schließen lässt. Dieser ist z.T. auf die Tatsache zurückzuführen, dass die 
PVA-Kugeln im Medium aufquellen, so dass sie nach der Fermentation einen etwa 20 % 
größeren Durchmesser als zuvor hatten. Die Immobilisate aus Polyacrylamid zeigten keine 
Größenveränderung im Verlauf der Fermentation. Die Bruchpunktmessungen ergaben, dass 
die mittlere Kompressionskraft am Bruchpunkt der Immobilisate nach der Fermentation im 
Mittel um nur ca. 10 % verringert war. Dies entspricht in etwa dem Wert, der schon 
unmittelbar nach der Keimung ermittelt werden konnte. Nach der Keimung kam es folglich zu 
keinem weiteren Stabilitätsverlust. Die im Vergleich zu den Ergebnissen aus Kap. 3.3.2 
niedrige volumetrische Produktivität ist auf die Verwendung eines limitierenden Mediums 
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ohne die notwendigen Mineralsalze zurückzuführen. Pepton und Hefeextrakt können das 
definierte Medium nach MONOT zwar verstärken, aber die verschiedenen Mineralsalze nicht 
ersetzen. Insbesondere konnte durch Applikation von Eisensulfat eine Eisenlimitation des 
verwendeten Mediums nachgewiesen werden. 
 
Auf Grund ihrer hohen Stabilität auch in Gegenwart hoher Säurekonzentrationen wurden die 
Polyacrylamid-Immobilisate zusätzlich auf ihre dauerhafte Stabilität in einer längeren konti-
nuierlichen Fermentation untersucht. Die Dauer des Prozesses betrug ca. 20 Tage. Die 
Durchflussrate wurde auf 0,125 h-1 gestellt und die Laktose-Konzentration im Zufluss auf 
2 %. Die mittlere Gasproduktion lag unter diesen Bedingungen bei ca. 160 mL·L-1·h-1. Die 
Essigäure-Konzentration lag im Mittel bei etwa 30 mmol·L-1, die der Buttersäure bei ca. 
25 mmol·L-1. Nach Beendung des Prozesses wurden die Immobilisate erneut einem Bruchtest 
unterzogen. Die Ergebnisse zeigten, dass sich ihre Stabilität durch den Langzeiteinsatz um ca. 
40 % reduziert hatte, obwohl Form und Größe keine nennenswerten Unterschiede aufwiesen. 
Trotz des Stabilitätsverlusts nach längerem Einsatz ist Polyacrylamid ein für die 
Immobilisierung von saccharolytischen Clostridien geeignetes Material, das im Gegensatz zu 
vielen anderen Matrices auch unter kontinuierlichen Prozessbedingungen als ein stabiles 
Reservoir dienen kann. 
 
Die in der Fermentation freien Zellen von C. butyricum DSM 10702 neigten zur Ausbildung 
großer Aggregate. Diese Flockung lässt sich durch geeignete Fermentationsbedingungen 
induzieren und stellt somit ein geeignetes Verfahren dar, große Zellmengen in 
kontinuierlicher Kultur im Reaktor zurückzuhalten, was insbesondere für die biologische 
Wasserstoffproduktion von Interesse ist [LEE ET AL., 2004]. Die Induktion flockenden 
Schlammes in einem kontinuierlich betriebenen Rührreaktor erbrachte mit ca. 15 L·L·-1·h-1 die 
höchsten bisher gemessenen Wasserstoffproduktionsraten in einem biotechnologischen 
Ansatz [WU ET AL., 2005 A], wobei zusätzlich in den Reaktor gebrachte Träger bzw. 
Immobilisate lediglich als konstantes Reservoir für die wachsenden Zellen dienten. Der 
Einsatz dieser Technik in verschiedenen Reaktorsystemen wurde in parallel zu dieser Arbeit 
durchgeführten Studien am Lehrstuhl für Biotechnologie der RWTH Aachen untersucht. 
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4. Zusammenfassung 
 
Saccharolytische Clostridien zeichnen sich durch die Produktion einer Vielzahl industriell 
relevanter Substanzen aus, so dass sie hinsichtlich biologisch-technischer Anwendungen 
intensiv untersucht werden. Neben Butter- und Essigsäure und den organischen Lösungs-
mitteln Aceton bzw. Butanol ist molekularer Wasserstoff eines der Hauptprodukte des 
Energiestoffwechsels der obligat anaeroben Organismen. Eine wirtschaftliche, biotechnolo-
gische Produktion von Wasserstoff für industrielle Zwecke, beispielsweise als alternativem 
Energieträger, erfordert jedoch Steigerungen sowohl der bislang erzielten Ausbeuten als auch 
der Produktivitäten der biologischen Systeme. Eine Alternative zur technischen Prozess-
optimierung könnte der Einsatz gentechnisch veränderter Produktionsstämme durch ein 
Metabolic Engineering sein. Im Vergleich zu vielen anderen Organismen steht für Clostridien 
nur ein kleines Repertoire etablierter gentechnischer Methoden zur Verfügung und der 
komplexe Metabolismus ist immer noch nicht vollständig aufgeklärt. Eine Ausnahme bildet 
der relativ gut charakterisierte Stamm C. acetobutylicum ATCC 824 (DSM 792), für den 
bisher auch eine Reihe von Techniken zur genetischen Manipulation entwickelt werden 
konnten. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenzen von Genen des zentralen Metabolismus von 
C. butyricum, der in vielen Studien zur biotechnologischen Wasserstoffproduktion eingesetzt 
wird, genetisch bisher aber kaum charakterisiert ist, mittels Genome Walk aufgeklärt. Das Gen 
der [FeFe]-Hydrogenase wurde in E. coli BL21(DE3) kloniert, das Enzym mit den notwen-
digen Reifungsfaktoren aus C. acetobutylicum coexprimiert und seine Aktivität durch photo-
metrische Messung der Reduktion von Methylviologen nachgewiesen. Des Weiteren wurde 
die Thiolase des Organismus kloniert, affinitätschromatographisch aufgereinigt und schließ-
lich biochemisch und kinetisch charakterisiert. Für die Untersuchung der physiologischen 
Kondensation von Acetyl-CoA wurde zusätzlich die der Thiolase im clostridialen Metabo-
lismus folgende β-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (BHBD) aus C. butyricum kloniert 
und beide Enzyme in einem gekoppelten Enzymtest eingesetzt. Wie alle biosynthetischen 
Thiolasen lag das native Enzym aus C. butyricum als Homotetramer vor und besaß kinetische 
Eigenschaften, die mit denen der Thiolase aus C. acetobutylicum vergleichbar waren. Bereits 
geringe Konzentrationen von Coenzym A (CoA) inhibierten die Kondensationsreaktion, so 
dass davon auszugehen ist, dass in vivo das Verhältnis von CoA zu Acetyl-CoA ein entschei-
dender Faktor für die Regulation der Thiolase und somit auch für den Fluss über diesen Stoff-
wechselweg ist. 
 
Bei der Konstruktion eines geeigneten Shuttle-Vektors für die Klonierung von Genen in 
C. acetobutylicum konnte auf dem bis dato als kryptisch bezeichneten Plasmid pCB101 aus 
C. butyricum das für das Bakteriozin Butyricin 7423 codierende Gen identifiziert werden. Es 
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wurde in Form eines Fusionsproteins in E. coli exprimiert und seine bakteriostatische 
Aktivität in Plattendiffusionstests auf das gereinigte Genprodukt zurückgeführt. Das 
Bakteriozin zeigte ausschließlich Wirksamkeit gegenüber Clostridien und mehreren Bacillus-
Arten. Zur biochemischen Charakterisierung wurde der isoelektrische Punkt des nativen 
Proteins bestimmt, der im Gegensatz zum berechneten Wert im sauren Bereich lag. Das 
Molekulargewicht des aktiven Bakteriozins konnte mittels Gelfiltration nicht bestimmt 
werden, da es zur Ausbildung großer löslicher Aggregate neigte, die auf die ausgeprägte 
Hydrophobizität des Proteins zurückführbar sind. 
 
Im Rahmen eines Metabolic Engineering zur Untersuchung der Wasserstoffproduktion in 
C. acetobutylicum wurden die [FeFe]-Hydrogenase-Gene aus C. butyricum und C. acetobu-
tylicum in einen geeigneten Shuttle-Vektor kloniert und mittels Elektroporation in C. aceto-
butylicum transformiert. Sowohl die Plasmide als auch die Transkripte konnten in fermen-
tierten Clostridien nachgewiesen werden. Die Detektion der Proteine mittels Western Blot 
und die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität zeigten, dass die endogene Hydro-
genase überexprimiert werden konnte, während die Hydrogenase aus C. butyricum nur in 
geringen Konzentrationen vorlag, da wahrscheinlich der verwendete Hydrogenase-Promotor 
aus C. butyricum in C. acetobutylicum nur schwach wirksam ist. In Fermentationen unter 
verschiedenen Bedingungen war allerdings kein Einfluss der zusätzlichen Genkopien auf den 
Metabolismus von C. acetobutylicum feststellbar. Die [FeFe]-Hydrogenase aus E. cloacae 
konnte nicht in C. acetobutylicum exprimiert werden, obwohl das Gen nach dem clostridialen 
Codon Usage synthetisiert worden war und die entsprechende mRNA des rekombinanten 
Gens in den Zellen nachgewiesen werden konnte. In einem weiteren Ansatz wurden Shuttle-
Vektoren für die Expression unterschiedlich langer Antisense-RNAs gegen das Thiolase-
Transkript von C. acetobutylicum konstruiert und die entsprechenden Transkripte in fermen-
tierten Zellen nachgewiesen. Anhand der verringerten spezifischen Thiolase-Aktivitäten 
konnte gezeigt werden, dass die asRNAs die Thiolase-Konzentration in den Zellen mit großer 
Wahrscheinlichkeit vermindern. Eine Beeinflussung des Verhältnisses der gebildeten 
organischen Säuren zueinander oder der Wasserstoffproduktion konnte aber auch in diesem 
Fall nicht festgestellt werden. 
 
Schließlich wurden Clostridien in verschiedene polymere Matrices eingehüllt und die Immo-
bilisate auf ihre Eignung untersucht, ein stabiles Reservoir in ansatzweisen und kontinuier-
lichen Fermentationen für die biotechnologische Wasserstoffproduktion zu bilden. Dabei 
erwies sich Polyacrylamid als das unter den rauen Fermentationsbedingungen stabilste 
Material, das auch nach fast dreiwöchigem Einsatz in einer kontinuierlichen Kultur immer 
noch 60 % seiner ursprünglichen Stabilität aufwies. 
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5. Anhang 
 
Mittels Genome Walk determinierte DNA-Sequenzen aus C. butyricum DSM 10702 
 
Offene Leserahmen sind farblich markiert. Die Sequenzen der jeweils gesuchten Gene 
wurden mehrfach überprüft und an die Gendatenbank GenBank übermittelt. Ihre zugehörigen 
Nummern sind zu jeder Sequenz angegeben. 
 
1. [FeFe]-Hydrogenase (GenBank: EF627973) 
 
   1 AGTAGATATTAGTCCAATAGAAAAATTAATAAAAATTAGTGAAGTACAATTAAGTTTTCTTTATGGATA 
  70 TACGGATTTCTTTAAAGTTGTAATGAGTCAATTGTGGGGGAATGAAAAGAGACAAGATGAATTACGTCA 
 139 AAAAATCCGTGGATATATAAAAGAAATTGAAGTTAACATAAAAGAGGCTATGAATGAAGGAAAAATAGA 
 208 ATCAGGTGATTCAGAGCTTATGGCATATCAATTCTTTGGCGCTTTATGTACTGCTGCAGTGTATGAATC 
 277 TATTCATATAGAAAAAATAGATTTAGACAATATAATAAGAAAAACTGTTGAATTTACCCTTAAAGGTTT 
 346 AGGAATACAAATGTAATGTCAAGGAGATACATAAATATGGTTGTATCTCCTTATTCTTTAAGATTAATA 
 415 CAAAAATAATATAATAATATATTACAAGTATATAAATTATGGTAAAATATATATTGTTATTACAAAAAA 
 484 ACAAAAAAATAGTAGTGTGTATGGAGGAATTTATCCAATGATAAATTTAATTATTGATGAAAAAAATGT 
 553 TCAAGTACCAGAAGGTACATCTATCATTCAAGCTGCATTAGATAATGGAATCGACATACCATCATTATG 
 622 TTACTTAAAAGAGTGTTCAAATGTTGGTAAATGTGGGGTCTGTGCAGTAGAAGTTGAAGGAAAAAAGGT 
 691 TCTTTCTCTTGCATGTTTAACTAAAGTAGAAGAAGGTATGGTTGTAAGAACTAATACTGAGGCAACACA 
 760 AGAGAGAGTAAAGATGAGAGTGGCAGCTTTACTTGACAAACATGAATTCAAATGTGGACCATGTCCTCG 
 829 AAGAGAGACATGTGAATTCTTAAAATTAGTAATCAAAACAAAAGCTAAAGCAAATAAGCCATTTCTACC 
 898 AACTGATAAGACAGAATTTTTAGATGACAGAAGTAAATCAATAACAATAGACAGAAGTAAATGTGTACT 
 967 ATGTGGAAGATGTGTAGCTGCATGTAAAGAAAAGACTGGAACTGGAAATATTGAAATTTCAGGTAAAGG 
1036 TCCAGATAGAAAAGTGCAGGCTATTGAAGGTAAATGTTTTGATGAAACAAATTGTTTATTATGCGGTCA 
1105 ATGTGTAGCTGCATGTCCTGTAGCTGCATTAAATGAAAAACCACATATAGATAGAGTTAAAGAAGCTTT 
1174 AGAAGATCCTAATAAACACGTTATAGTTGCAATGGCTCCTGCAGTTAGAACATCTATGGGTGAATTATT 
1243 TAAAATGGGATATGGAGTAGATGTTACTGGTAAGTTATATTCTTCATTAAGACAATTAGGATTTGATAA 
1312 AGTGTTTGATATTAACTTTGGTGCTGATATGACAATTATGGAAGAAGCAACTGAGTTTATTGAAAGAAT 
1381 AAATAATAATGGACCATTTCCTATGTTTACATCATGTTGTCCTGCATGGGTTAGGCAAGCAGAAAATTA 
1450 CTACCCAGAACTTTTAGGTAATTTATCTTCAGCTAAATCACCACAACAAATATTTGGAGCAGCAAGTAA 
1519 AACATATTACCCTACAGTGGAAGGATTAGATCCTAAGAGTGTTTATACAGTTACAATAATGCCTTGCAC 
1588 TGCTAAAAAATATGAAGCTGATAGAACAGAAATGGAAAATGAAGGTTTAAGAAATATAGATGCTGTTTT 
1657 AACTACAAGAGAGTTAGCTAAAATGATTAAGGATGCAAAAATTAATTTTGCTACATTAGAAGATGAGAA 
1726 GGCAGATCCAGCAATGGGTGAATATACTGGAGCTGGAGTTATATTTGGTGCTACAGGTGGAGTTATGGA 
1795 AGCTGCTCTTAGAACTGCTAAGGACTTTGTAGAAGATAAGGATTTAATTGATATAGAATATAAACAAGT 
1864 AAGAGGATTAGATGGAATTAAAGAAGCTACAGTTGAAATTGGAGGTAAAAACTACAATGTTGCTGTAAT 
1933 TAATGGTTCTGCTAATTTAACTAAGTTTGTTGAGGGCGGACAAATGGATGAAAAACAATATCACTTTGT 
2002 AGAAGTTATGTCATGCCCAGGTGGATGTGTAAATGGCGGTGGTCAACCGCATGTTGCAGCTAAGGATAG 
2071 GGATACTGCTAATGTAAGAGCAGTAAGAGCATCTGTTTTATATAATCAAGATAAAACTGCTGTAAAGAG 
2140 AAAATCTCATAAAAATGAAGCATTAATGAAAATGTATAATGAATATATGGGAATGCCAGGACAACATAA 
2209 AGCCCATGAATTATTACACTTAAAATATACTAAATAATTAGAATAAAGTTATAAAGCATAGTTTATAAA 
2278 AGCAAGATAGACTATGCTTTTTTTGTTAAAAAACTTATTTAAAAAAGATAGAATGTAAGAGCACTGATT 
2347 ATGAGTGTATGATAATATAAGGATTAAAAGTAATTATACAGATGCTAATATATATTGGTAACACTTATT 
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2416 ATAGTATAATTATACTTAGAATTAAATTTTATACAGTGGAAGATGGAGGGAATATACGTGAAAATTTTA 
2485 GCTAG 
 
 
2. Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (GenBank: EU043228) 
 
   1 ATTATGAGAAAAATGAAAACTATGGATGGTAATACTGCAGCAGCTCACGTATCTTATGCATTTACTGAA 
  70 GTTACTGCAATCTATCCTATCACACCATCATCACCAATGGCAGAACATGTTGATGAATGGGTAGCACAA 
 139 GGTAGAAAGAACATATTTGGACAACCAGTAAAGGTTATGGAAATGCAATCAGAAGCAGGTGCTGCTGGT 
 208 GCTGTTCACGGATCTTTACAAGCTGGAGCATTAACAACTACTTATACTGCTTCACAAGGTTTATTATTA 
 277 ATGATACCAAACATGTACAAAATTTCTGGTGAAATGTTACCAGGTGTATTCCACGTATCAGCTAGAGCA 
 346 TTAGCTACATCATCATTAAATATCTTTGGAGATCACCAAGACGTTATGGCAGCAAGACAAACTGGTTTT 
 415 GCTATGCTTGCTGAAGGTTCTGTACAAGAAGTTATGGATTTATCAGCAGTTGCGCATCTTTCAGCAATT 
 484 AAAGCTAAAATTCCATTCTTAAACTTCTTTGATGGTTTCAGAACTTCTCACGAAATTCAAAAAATTGAA 
 553 GTACTTGAATATGATGAATTAGCTAAGTTAGTAGACTGGGATGCAATTAAATCTTTCAAAGCAAATGCA 
 622 TTAAACCCAGATCATCCTGTAACAAGAGGAACTGCTCAAAATGCAGATATATACTTCCAAGAAAGAGAA 
 691 TCAGTTAATAAATTCTACGATCAACTTCCAGAAGTTGTTGAAGGATACATGAATGAAATTAACAAATTA 
 760 ACTGGTAGAGAATACCACTGTTTTGATTACTATGGTGCAGAAGATGCAGATAGAGTAATCGTAGCTATG 
 829 GGTTCTGTAACAGATGTTTGTGAAGAAACTATAGATTATTTAAATGCTAATGGACAAAAAGTTGGTGTT 
 898 GTAAAAGTAAGATTATACAGACCATTCTCAAATGAAAGATTATTAGCAGCTATTCCAAAAACAGCTAAG 
 967 AAAATTGCTGTATTAGATAAAACTAAAGAACCAGGATGTGCTGGTGAACCATTATTCTTAGACGTAAGA 
1036 AATGCATTCTACGGACAAGCTGACGCTCCAGTAGTTGTTGGTGGTAGATTCGGTTTAGGTTCTAAGGAT 
1105 CCAAATCCAAGTCATATTGCTGCAGTTTATGAAAACTTAGCAAAAGATGAACCAAAGAACGGATTCACT 
1174 ATAGGTATAGTTGATGACGTTACAAACACTTCTTTAGAAGTACATGAAGATATCGATGCTACTCCAGAA 
1243 GGAACTACAGCTTGTAAGTTCTGGGGATTAGGATCAGACGGTACTGTTGGTGCTAACAAGAGTGCTATT 
1312 AAGATTATCGGAGATCATACAGACATGTTTGCTCAAGGATACTTCTTCTATGATTCTAAAAAATCAGGT 
1381 GGTATCACTGTATCTCATTTAAGATTTGGTAAGAAAGAAATTAAATCTCCTTACTTAATCAATAAGGCA 
1450 GATTTCGTATCTTGCTCAAATCAATCATATGTTCATAAATACAATGTATTAGATGGATTAAAACCAGGT 
1519 TCAACTTTCTTATTAAATACTATCTGGACTGCAGAAGATTTAGAAAGAGAATTACCTGCTTCATATAAG 
1588 AGATTCATAGCTAACAACAACATTAAGTTCTATACTTTAAATGCTGTAGCTATTGCTCAAGAAATTGGT 
1657 CTTGGTGGAAGAATTAACATGATCATGCAATCTGCATTCTTCAAGTTAGCTAATATAATTCCATTAGAA 
1726 GATGCTATTAAATACTTAAAGGATGCTGTTGTAACTTCTTACGGTAAGAAGGGTGAAAAAGTAGTTAAC 
1795 ATGAACAACGCAGCAATCGATAAGGGTGTTGAATCAGTTGTAGAAGTACAAATTCCAGAAGCTTGGAAA 
1864 ACTGTACAAGATGAAGAAGCAGCTCCAATCAAGGGTGCTACTAAATTCGTTAAAGATATAGTTATTCCA 
1933 ATGAACAGATTAGAAGGAGATAACCTTCCTGTATCTGCATTTGTAGGAATGGAAGATGGTACATTCGAA 
2002 GCTGGTACTGCTGCTTTCGAAAAGAGAGGAATTGCAGTTAATGTTCCTGAATGGGATTCAGCTAAATGT 
2071 ATTCAATGTAACCAATGTGCTTTAGTATGTCCACATGCAGCTATAAGACCAATCTTAGTTAATGAAGAT 
2140 GAAAAAGCTAAGGCTCCAGCTTCAGCTAAGATAGTTGATGCTAAGGCATTAAAGAGCGAAGAAAAGTTA 
2209 TATTATTCTATGGCTGTAACACCACTTGACTGTTCAGGTTGTGGAAACTGTGCTCAAATTTGTCCAGCA 
2278 CCAGGAAAAGCTTTAGTTATGAAACCACAAGCTTCTCAAGAAGACCAAAATGAAGCATGGGATTACTTA 
2347 GTTAACGATGTAACTGCTAAGAAGAACCCAATGAACAAGAATACAGTTAAAGGTAGCCAATTTGAACAA 
2416 CCATTACTTGAGTTCTCTGGAGCTTGTGCAGGTTGTGGAGAAACTCCATATGCTAAGCTTATAACTCAA 
2485 TTATTTGGTGATAGAATGATGGTTGCTAATGCAACAGGATGTTCATCAATTTGGGGTGGATCAGCTCCT 
2554 TCAACTCCATACACTAAGAACAAGAATGGACATGGTCCAGCTTGGGCTAACTCATTATTCGAAGATAAT 
2623 GCTGAATATGGATTAGGTATGTTCTTAGGAGTTAAAGCTCAAAGAGAAGAAATTGCTGAATTAGCAAAA 
2692 GCTGCTATTGAAGCAAATGATCCAGCTAAGGCTGAATTACAAGTTTGGTTAGATAACATTGACGAAGGT 
2761 GCTAACACTAGAGAAATCGCATCTAACTTAGTTACTGCTCTTGAAAAATCAGGAACAGATGCTGCTAAA 
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2830 GCTATCTTAGAAAAGAAAGAATACTTCGTTAAGAGATCTCAATGGATCTTCGGAGGAGACGGTTGGGCT 
2899 TACGATATCGGATACGGCGGTGTTGACCACGTTCTTGCTTCAGGCGAAGATGTAAATATATTTGTATTT 
2968 GATACAGAAGTTTACTCAAATACAGGTGGACAATCTTCTAAATCTACACCAACAGCTGCAATCGCTAAG 
3037 TTTGCTGCATCTGGTAAGAAGACTAAGAAGAAAGATCTTGGTATGATGGCTATGACTTATGGTTATGTA 
3106 TATGTAGCACAAGTTAATATGGGTGCTGATAAGAACCAAGTTCTTAAAGCAATTGCAGAAGCAGAAGCT 
3175 TATAAAGGACCATCATTAATAATTGGATACGCTCCATGTATCAACCACGGTATCAGAATTGGTATGGGT 
3244 AACAGCCCAGAAGAAGCTAAGAGAGCAACTGCTTGTGGATACTGGCAAATGTACAGATACAACCCAACA 
3313 ATGGTTGGAACTGACAAGAACCCATTTGTTCTTGATTCTAAAGAACCAACAGCTGACTTTAAGGAATTC 
3382 TTAATGGGAGAAGTTAGATACGCTTCACTTGCTAAAGCATTCCCAGAAGCTGCAGAAGCATTGTTTGAA 
3451 AAGACTCATGCAGATGCTATGGCTAGATTAGAAGGATACAAGAAACTTGCTAATCAACAATAAAATCAC 
3520 TA 
 
 
3. Ferredoxin 
 
   1 TGTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTAACTTTGATAAAATAGATAA 
  70 TATTATAGATATATCAATGGGAATAACTTATAAAAAACTTAATAGTATGTTAGAATACATAAAAGAAGC 
 139 TAGAATAAATTTTAATAGTAATACAAACTATTCAATGACCGTTAGTGTAATGCTGATGGGATGTGCGGA 
 208 GGTATAATAAATGATAAAAGTAATAGGAGTGAGATTTAAAAAAGCAGGTAAAATTTATTACTTTAGTCC 
 277 GACTGATCTTGATATAAAAAGAGGACAGTATGTAATAGTAGAAACTGCAAGAGGAATTGAATTTGGAGA 
 346 ATGTGTAATTGGAATAAAGGAAATTAGTGAAGAAGAGATTGTTTCTCCATTAAAATGTGTTATAAGAAT 
 415 TGCAGATGAAAAGGATATTCTTAAACATAAAGAAAATAAAGCAAAAGAAATTGAAGCTTTAGAAGTTTG 
 484 TTTAAAAAAGATACAAGAGCATAAGTTAGATATGAAACTTATAGATGTTGAATACACTTTTGATAATAA 
 553 TAAAGTAATATTTTATTTTACAGCAGATGGAAGAGTTGATTTTAGAGAATTAGTTAAAGATTTAGCTAC 
 622 TACCTTTAAAACAAGGATTGAATTAAGACAAATAGGAGTAAGAGATGAAGCCAAAATGGTGGGAGGTCT 
 691 TGGACCATGCGGAAGACCAATGTGTTGTTCAACTTTTTTAGGTGATTTTGCATCTGTTTCAATAAAAAT 
 760 GGCTAAAGAACAAAACTTATCGCTTAATCCTACAAAAATTTCTGGAATATGTGGACGTTTAATGTGTTG 
 829 CTTAAATTATGAACAAAACACTTATGGAGAAATTAGAAAGAGACTACCCAAAGTTGGATCTATTGTCAA 
 898 AACTGAATATGGAAATGGTTCAGTTATAGGTAATTCAATAGTGAAAGAAATGGTAAAAGTTAAATTGAA 
 967 AAAAGGCGACGAAGAAGTAGTAGAAGAATTCAAAATTATAGATGTTGAGTTAGTTACAGGAGAATATGA 
1036 AGATACTATTGATGAAAATAATATAAAGCTAATAGTCGAATCAGAAGAAGATAAGAAGCTTATAAAGAA 
1105 TCTTATAAATGAAAAGTAGGGGGATTTCTATGAAGTCAGTAATAAAAATATTAAATATGAATTCACAGA 
1174 AAGACTCAAAAAAGATTCAAAATATTTTAATACATAGCACTGGTGTTATAGCAAGTCAGACATCTTTAA 
1243 TAAAAAAGGAAGTAACAGTAGTATATGATGACCTATCAATTAAAATAGAGAAAATAATAGAATTAATAG 
1312 AAGACTTGGGATGTTTAGTAATATAAATAATAATTATAAATATTGATTAAATTTTGGAAATCATAATAT 
1381 AAAATACTTTAAAAACATTATGATACATGATAAAATGTAAGAGGTTAATTACTACAATTTATTAGGAGG 
1450 TGTTCTGAAATGGCATTTGTTATTAATGATTCATGTGTTAGTTGTGGAGCATGCGCTGGAGAATGTCCA 
1519 GTTAGCGCTATTACTCAAGGAGATACTCAATTCGTTATAGATGCAGATACTTGTATCGATTGCGGAAAC 
1588 TGTGCTAATGTTTGTCCAGTTGGAGCTCCAGTACAAGAATAATAGTAAAAAAAGACTACGTTTGTAGTC 
1657 TTTTTTTCTTATAAAATTATATTAGAAAAATAGCTTATAATAAAATGTTTAGTATGGAGGTTGTAATAG 
1726 AATAGTCTCCATACTTTTTGTTTTTAAATCTAATTTTAATAAATCTATAGAGTTAGTATTCACTTTTGA 
1795 AACTTTTTTCATAGATATTATAAAATCTTTACAATCATCTAAAGCAAAGTCTGTAACCGGTGTTTTATA 
1864 GTGCATAGGAATAATATATCTGGGCGTTAGCAATTTACACAAATTTGCTGCCTTTTTACCATCTAAAGT 
1933 GAAATTTCCGCCAATTGGAATAAGAAGAAAATCCAATGAATTAAGTTCATCTAATATAGGTTGTGCAGG 
2002 AATATGACCCAAATCTCCTAAATGTGCTAATGTTAAATTGTTAAATTTATATATATAAATTGTATTCAT 
2071 TCCTCTTTTAAGTCCATTATAATCATCATGAAAGGAATTGAATCCTTTTAATTGTAGAAAATCTAAATT 
2140 AAAATTACCATAGGTATCAATGACTTTTGTATCATTATTTATTGGATTTATAGAAGAGTGATCAAAGTG 
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2209 AGAGTGGCTTATGGTTATTAAATCGCACTTAGGGAAATCTATCTTATAACCTAATGATTTATTAAACGG 
2278 ATCAATTAGAATTCTTTTTCCTTCATTTGTTTTTATCATAAAACATGAATGACCGTACCAAATTAACTG 
2347 CATAAATATCCTCCAAGTTTAAATACTATAAATATGTTAATA 
 
 
4. Thiolase (EF627972) 
 
   1 TAGTTCACTTAAATCCTGTAGTTAAAGATGTAGTGTTTGAAAAACTTGGTGATAAAGAAAGAATTCACT 
  70 TATTATCTCCTTTAGATACTAAAGAAACACATAACTTAATGAATAAATCATTTATGGTTATGACTGATT 
 139 CAGGTGGTTTACAAGAAGAAGCACCTCATTTAGGAAAACCAGTTCTTGTATTAAGAGATGTTACTGAAA 
 208 GACCAGAAGCAGTTGAAGCTGGAACTGTAAAACTCGTTGGAACTAATGTTGAAACAATTATAAGAGAAG 
 277 CAAATAAATTACTTCAAGATGAAAATTCTTATAATAGAATGAGCAAAGCTATTAATCCATATGGAGATG 
 346 GAATAGCATCTAAGAGAATAGTTAATGCTATATTAAAATATTATGAATTAACTGATCATGAAGTAGATG 
 415 AATTTAAAAGATAATTAATTTTATAAATATAAAGCAGAAATTTACGCATAATGTAATTTCTGCTTTATT 
 484 TATTTTCTAAAATTATATACTTTTGATAAAAAATAAAACTTTGTCTAAAATTTAACAATAAACTATTGA 
 553 TAAAAAAGTTAAAAATGGTATAATTATCTTATGTTAATAATTTAACGAAAAGTAAATAAAAAACATAAT 
 622 TATAATTTTAAAATAATTTATGATATTTTTAGGAGGTAAATTATGAAAGACGTAGTTATAGTAAGCGCT 
 691 GTAAGAACAGCATTAGGATCTTTTGGAGGAACATTAAAGGATGTTTCAGCAGTAGACTTAGGTGCAACA 
 760 GTAATTAAGGAAGCAATAACAAGAGCAGGTGTTAAACCAGAATTAGTAGAAGAAGTTATAATGGGAAAT 
 829 GTTATACAAGCAGGTCTTGGACAAAACACAGCAAGACAAGCTACAATAAAAGCTGGGTTACCAAATGAA 
 898 GTTCCAGCTATGACAATCAATAAAGTTTGTGGATCAGGTTTAAGATCAGTTAGTTTAGCTGCTCAAATG 
 967 ATTAAAGCAGGGGATGCAGATATTATAGTTGCAGGTGGTATGGAAAACATGTCAGCAGCACCATATGCA 
1036 TTACCAACTACTAGATGGGGACAAAGAATGAATGATGGTAAAATAGTAGATACTATGGTTAAAGATGCA 
1105 TTATGGGATGCTTTTAATAATTACCACATGGGTGTTACAGCTGAAAACATCGCAAAAGAATGGGGAATT 
1174 ACAAAGGAAGAACAAGATGCTTTCTCAGCATCATCACAACAAAAAGCAGAAAGAGCTATTAAAGAAGGA 
1243 AGATTTAAAGATGAAATAGTTCCAGTTGTTATTCCTCAAAGAAAAGGTGAACCAAAAGTATTTGATACT 
1312 GATGAATTCCCAAGATTCGGAACAACAGCAGAAACTTTAGGAAAATTAAAACCTTGTTTCATTAAAGAT 
1381 GGTACAGTTACAGCTGGTAATGCATCAGGAATTAATGATGGAGCAGCAGCTTTCGTAATAATGAGTGCA 
1450 GAAAAAGCAGAAGAATTAGGAATAAAACCACTTGCTAAAATTCTTTCTTATGGTTCAAAAGGATTAGAT 
1519 CCAGCTATAATGGGATACGGTCCATTCCATGCAACTAAAAAAGCATTAGAAGTGGCTAATCTTACAGTT 
1588 GAAGACTTAGACTTAATCGAAGCAAACGAAGCTTTTGCAGCTCAAAGTTTAGCAGTAGCTAAGGATTTA 
1657 AAATTCGATATGGATAAAGTAAATGTAAATGGTGGAGCTATAGCTTTAGGACATCCAGTAGGAGCTTCA 
1726 GGAGCAAGAATACTTGTTACTCTTCTTTATGAAATGGAAAAGAGAGACTCTAAAAAAGGTTTAGCTACA 
1795 TTATGTATCGGTGGTGGTATGGGAACTGCTGTCATCGTTGAAAGAATGTAATTTAAATAAGTTTATATA 
1864 AATTCATTAAAAGAGAATTCATTTTATTAAATGAATTCTCTTTTTTTGCATAATATTAATTCAAAAAAA 
1933 GAATATTAATATTATAACTTTCAAATTTAATAAATGATTATTGATAATATTGAAATATAACTGTCATAT 
2002 ATAGACTAAGTTATTTCAAAAATGAATTACTTTATTAAGTTTTCAGAGTGAAATCTATATAAATCAATA 
2071 GATAATAGAGAGATTATGAATAAGATATTTGTTTTCAGAGAAAAATAGTACAGAAATACATACCTCTAT 
2140 GAAAAATTAGCAAACAGCATTTTACAAAAAAATATAAAAAAAATTTGCAAGAT 
 
 
5. β-Hydroxybutyryl-CoA-Dehydrogenase (EU797515) 
 
   1 TGCATTACTAGAAGAATTAGCTAACATATTAGGTGGAACAGTTGCTGGTTCTAGAGCAGCAGTTGAAAA 
  70 AGGATGGATAGAAAATGCTTACCAAGTTGGACAAACTGGTAAAACTGTAAAACCATCAATTTATATAGC 
 139 ATGTGGTATTTCAGAAGCTATCCAACACGTTGCTGGTATGCAAGATTCTGATATGATTATTGCTGTAAA 
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 208 TAAAGATGAAACTGCGCCAATAATGAAGGTTGCAGATTACGCTATCGTTGGAGATATTAAAAAGGTATT 
 277 ACCTGAATTAATTGCTCAAGCAAAGGAAATTGTAGAAGCTGAATAATTAATTGATTATAGAAAAACAGT 
 346 AGTGGATTTTAGAGCGGAATTTAATTAATAAATTTATATAAAATTTTGGTTAATATATTATGTATTTAC 
 415 TATGTCTAAGGCCAGAAATATGCCTGGTCTTAGTATTTTAAATAAATGGAACAGAAATATATATATTTA 
 484 GGAGGAATTTATTCATGAAAAAAGTATTTGTACTTGGTGCAGGAACTATGGGTGCTGGAATTGTTCAAG 
 553 CATTTGCTGCAAAAGGTTGTGAAGTAATTGTAAGAGATATTAAAGATGAGTTTGTTGATAGAGGAATAG 
 622 CTACAATAACTAAGTCTTTATCTAAATTAGTGGCTAAAGAAAAAATTACTGAAGCAGACAAAGAAGAAA 
 691 TTCTTTCAAGAATATCAGGAACAACTGATATGAAATTAGCTGCTGACTGCGATTTAGTAGTTGAAGCTG 
 760 CTATTGAAAACATGAAAATTAAAAGAGAAATATTTGCTGAATTAGATGAAATCTGTAAACCAGAAACTA 
 829 TTTTAGCTTCAAATACTTCTTCATTATCAATAACTGAAGTTGCATCTGCAACTAAGAGAGCTGATAAAG 
 898 TTATAGGAATGCATTTCTTTAATCCAGCTCCAGTTATGAAGTTAGTTGAAGTTATAAGAGGAGCTGCTA 
 967 CTTCTCAAGAAACTTTTGATGCTGTTAAGGAAATGTCAGAATCAATAGGTAAAACTCCAGTAGAAGTTG 
1036 CTGAAGCACCGGGATTTGTTGTAAACAGAATTTTAATCCCTATGATTAATGAAGCTACTTTCATTTTAC 
1105 AAGAAGGTGTTGCAAAGGAAGAAGATATCGATGCAGCTATGAAACTTGGAGCTAACCACCCAATGGGAC 
1174 CTTTAGCTTTAGGTGACCTTATAGGATTAGACGTATGTTTAGCTATCATGGACGTTTTATATAACGAAA 
1243 CAGGAGATAGTAAATACAGAGCTAGCAGTCTTTTAAGAAAGTATGTTAGAGCTGGTTGGTTAGGTAGAA 
1312 AGACTGGAAAAGGATTCTACGATTATTCTAAATAATTTTAACTTTATAATATCCCGTTAAATAAATATA 
1381 CTCCTAGAAGCAGTCTGCTTTTAGGAGTTTTTGTGATGGAAATTATTAATATAAATTATTATTAAAGGC 
1450 TGTATAAAATGTAAGTTTTATGCAGTTTATTTAATTTTACATATGCACTATAGTTTTAGTTCATAAATT 
1519 ATAAAGTGTAAATTGAAACATAATATATATGTTCATATAAAAATAAAGTTATCCATGATATAATTATAA 
1588 TTGTTAATTAAGTATAATTATCCATAATCTTTATGCAATGATTTGATTATACTAATAGAGATTATTAAT 
1657 TTAGTTACAAGTGGAATTACAATAAACAAATATAAAGGTGGTAATGAAGATGGACTATAAACAAATAAA 
1726 AGAATATGATGATTATTTAGTAATAGAAGATGTTAAAAATTTTAAGTTAAAGCAGACTTTTGAATGTGG 
1795 TCAATGTTTTAGATTTCATAAAATAAGTGATACAAATTACATAACTGTAGCATTTGAACGTGTTATAGA 
1864 ACTTGAAGAAGACGGAAATGATATAAAGATATATAATTCTAGCAGAGAAGATGTTGAAAATATCTGGAT 
1933 TGATTATTTTGATTTAAATAGAGATTATTCCAAAATTAAAGAAGAATTATCAAAAGATGATTTGTTGAG 
2002 AAAAAGTGTTGAGTATGGTCCTGGTATA 
 
 
6. Sequenzierte Region von pCB101 (EU082817) 
 
   1 TATTGTTAATTCAAAATATTTTTATCTTATCGATTTTAGTATTTTTTATGCTTAAATACGTAATGGGAG 
  70 GATATTTAAAAAAATGATATCTAATGTTGAATTTTTTTCTTATGTTTTTCCTAGACTTGTTCAAAGTGC 
 139 TTTTGTAATGGGTATTAGTATGTTTTCTTTAGCGTTTATATTCCGTTTTGGAATTGACTTACTTTTATC 
 208 TGTTTTTAAAATAATAGCAAAATAAAAAATTGGAGGTAATGTAATGACTAAATTAAAGAAAATTTTATA 
 277 TTGTGGTGGTACTGGTGTTATTGCAAGTGCATTAACAACTGTTTCAGCTTTTGCAGCAGAGGGAAGTGA 
 346 TAGCTCAACAGTTATAACTGGAATAACTGATGGTTTAACTTCTGGAAAAACTGAATTTGTAACTGCTCT 
 415 TGCTGCTATTTCTGGAATTGCTATTGGATTCTTTGTTGTAAAGTTTGTTGTAAAACAAGGTATTAAGTA 
 484 CTTTTCTACTATTGCAAATAAAGGCTAGGATTAATTATAAAAAAAGATTTTCGGCATATTGGCGCAGGC 
 553 CTTTAAATGTGCCGAAAATCTTTTTTTATTTTAAATAGAGGTGTTATATGAAAAAAATTATGAAAAGAT 
 622 TTTTAATTTTATTTTTATGTTTTAGTTTATTAAGTGGAATTTATACAAAAAAAGCAAATGCTATAGCCG 
 691 TAGTTGATGATGCTTTTTATATAGTTGCCGGTGTTGTAGTTACTGGTGCTACAATTTATGCTTTAGTTG 
 760 ACCATACTCTGTCTATGGGTTCAAGTTCTCATACTGCAAATGATTCTGCAAATATATCTTCTTCTTTAT 
 829 CTAATACACAAAAGTTATCACTTTATTTAACTGTTAAAACATTAGAAAATGGTTCTAAATTTCTTACTT 
 898 GGACTAAAAGTGGACTAGATTGGCTTACTAACTTTATAGATACTACAATAAATACATCTTATGTTAATA 
 967 ATTATGGTTCTATTCAAATTTCACAATCTAATACTGTTACTTCTCCACTTGTGTTAAGTTCTCAATTTA 
1036 CAGACCAAAGTTGTGTATTTAGATATGATATTGGTTATGGTCAGACTTCCAGAAGTCTTTACTATGGTT 
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1105 CTTTTGCTGGACCTTATTATGTTGGCGCTTTTTTTTATAATTACAATTATTATATTGGTGTTTTTAATG 
1174 CAAATGAAAATGTTTATTCACTTCCTGTTTCAAGCGTTGTTAATTCATTTGAGGTTGAATTTCCAGAGC 
1243 GTTCATGTGACGTTAAAGATTATTCTCCAGACGTTGTTGATTATAATTTTTTTAATCCAGAGCCTGAAC 
1312 CAGATGAAGATAATAGTTATAAACCTAAAATCGGTTTTCCATTACGTGAATATGATAAAAATAAAGATG 
1381 GATATGAGCCAGTTATTAATCCAGATACTGGCGAAGAATACGAACCATATGAAACTCCTTATACCGGTG 
1450 ATGATATAAAAGAAAATCCGGATATTTTAGTGATTCCAGATGGTTCTACTAATCCAGATCCAAATCCAG 
1519 AACCTACACCAGACCCAAATCCAGAACCTACACCAGACCCAGACCCAAATCCAGATACGGGAAATGATG 
1588 AAGATAAACTTCCTGAAAATGATACTCCAGTTTTAGATTTTTCTCCACTTTATGGAGCTACTCGAAAAT 
1657 TTCCTTTTTGTTTACCATGGGATATTTATGATTGTATTAAAGTTTTCAAAAGTGAAGAAGAACCATTTA 
1726 AATACGAATTTAAAGAAACTAAATATTCAGACACGGAAATTATTATAATTCCAAATTTTGAAATGGATT 
1795 TTTCAAAGATACCTTATATTGATTTAATGAGAAATATTTTAAAATTATTCCTTTATTATCAATTTATAC 
1864 GTTTCTTAATGATAAGCATAAGAAAGGTGATGTGGTCTTAATGTATTCTTTTATAATAAAAACTATAAA 
1933 TGCTTTAATACGTGGATTAGGAGCTGTATTAACTTTTATTTTTAAAGTTTTACCAGATTCACCTTTTCA 
2002 AAAGCATGTTTTAGAAAATGAAGTTATTATGCCTTATTTAAAAATGATTAATTATTTTGTCCCTGTCGC 
2071 TGAAATATTAATAACTTTTCAGGCTCTTTTAATTGCTATTGGTGTTTATTATATTTATCAAGTTGTTGC 
2140 TCGTTGGGTAAAAATTATTAGTTAGGAGTTTTTTTATATGATAAGTTTTTATAGTGGTACGCCTGGAAG 
2209 TGGTAAATCTTTAAAAATGGCAAAAGAAGTTGTTATGTGGTTAAAGACATTTAAAAAGAATGTAATAGC 
2278 AAACGTTGAGATAGATAGAGATTATATTTTAAAAGGTAAGCAGGGTGGAGAATTTTTCTACCTTGCTAA 
2347 TGAAGAATTTTCTCCAGATTATTTTTATGAGTATGCAATTAAATATCATGATATTGGTAAAGAACATCA 
2416 AACACTTATTGTCGTTGATGAAGCACAGACTATTTTTTCCCCTAGTGCAGTAAAATTATTTAGTCAAAA 
2485 AGAACCTAGATATCGTCAAAATTGGTTGGATTTTTTTACGCAGCATAGACATCTTGGGTTCGATATAAT 
2554 TTTAATTAGTCAATTCGATAGATTAATA 
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